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RÉSUMÉ
Lostéopétrose est une maladie génétique causée par l’absence ou la perte d’activité
des ostéoclastes, cellules responsables de la résorption du tissu osseux. Chez la souris
et l’humain la mutation grey-lethal (gt) est associée à un phénotype ostéopétrotique
récessif très sévère. In vivo, les ostéoclastes gÏ sont présents en plus grand nombre
que chez une souris sauvage, par contre ils sont dépourvus de bordure plissée, une
structure membranaire essentielle à la résorption. Afin d’identifier d’éventuels gènes
cibles de gÏ, nous avons procédé à une étude de “differential display” (DD-PCR),
permettant de comparer l’expression génique dans le tissu osseux entre les souris
mutante gÏ/gt et sauvage. Cette approche nous a permis d’identifier un nouveau gène,
l’inositol polyphosphate 4-phosphatase type II (Inpp4b), dont l’expression est réduite
dans les ostéoclastes gl. L’activité enzymatique d’Inpp4b consiste à déphosphoryler
le Ptdlns(3,4)P2, l’Ins(1,3,4)P3 et l’Jns(3,4)P2 en position 4, produisant du PtdJns(3)P,
de l’Jns(1,4)P7ou de l’Ins(4)P.
L’objectif des recherches présentées dans cette thèse était de déterminer le rôle
d’lnpp4b dans la différenciation et l’activité des ostéoclastes. Des études in vitro,
dans des cellules RAW 264.7, et in vivo, dans des souris transgéniques TRAP
Jnpp4b, ont permis de montrer qu’Inpp4b assure deux fonctions dans les ostéoclastes.
D’une part, ftipp4b serait un régulateur négatif de la voie d’activation du facteur de
transcription NFATcÏ en aval de RANKL lors de l’ostéoclastogenèse. D’autre part,
cette phosphatase serait aussi impliquée dans la dynamique de formation des
podosomes, de l’anneau d’actine et de la résorption dans les ostéoclastes matures.
Mes travaux m’ont également amené à mieux caractériser le gène murin Inpp4b qui
possède une structure et une régulation complexe et qui est exprimé sous plusieurs
isoformes (Inpp4bŒ, 1npp4bs et 1npp4b3). J’ai notamment pu identifier un nouvel
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isoforme d’Inpp4b, Inpp4bxs, et démontrer que l’isoforme Inpp4b3 était localisé au
niveau de l’appareil de Golgi.
Finalement, j’ai pu générer et caractériser des outils qui permettront l’étude in vivo de
la fonction d’Jnpp4b, incluant des allèles nul et conditionnel d’lnpp4b, de même
qu’une souris transgénique CD1 lb-Cre qui exprime la recombinase Cre
spécifiquement dans les ostéoclastes et leurs précurseurs. Mes résultats suggèrent un
rôle pour Inpp4b dans l’homéostasie osseuse et en font un candidat très intéressant en
tant que gène participant à la variabilité de la masse osseuse chez les mammifères, en
particulier chez les populations occidentales vieillissantes où l’ostéoporose est une
maladie de plus en plus fréquente.
Mots clés : ostéoclaste, ostéopétrose, phosphatidylinositol, phosphatase, Inpp4b,
grey-lethal, Cre, lox, knock-out, ablation génique conditionnelle.
VSUMMARY
Osteopetrosis is a rare genetic disease caused by the absence or the lost of activity of
osteoclastic celis which are responsible for bone tissue resorption. In mouse and
human the grey-lethal (gt) mutation is associated with a very severe recessive
osteopetrosis. In vivo, gi osteoclasts are increased in number compared to wildtype
mice, but they failed to form ruffled border, a membrane structure implicated in bone
resorption. In order to identify putative target genes of gÏ, we have proceeded to a
differential display study (DD-PCR), which allows comparative bone tissue gene
expression anaÏysis between gi mutant and wildtype mice. With this approach we
have identified a new gene, inositol polyphosphate 4-phosphatase type II (Inpp4b),
who is down-regulated in gi osteoclasts. Inpp4b dephosphorylates Ptdlns(3,4)P2,
Ins(l,3,4)P3 and Ins(3,4)P at D-4 position, producing Ptdlns(3)P, Ins(l,4)P2 or
Ins(4)P.
The objective of the project presented in this thesis was initially to determine the
function of Inpp4b in osteoclast differentiation and resorbing activity. In vitro studies
using RAW 264.7 cells and in vivo studies using TRAP-Tnpp4b transgenic mice,
demonstrate that Inpp4b has two independent cellular functions in osteoclast
differentiation and maturationlactivation. Inpp4b is a negative regulator of osteoclast
differentiation in response to RANKL through the NFATc1 pathway. In the mature
osteoclast, Inpp4b phosphatase activity is required for normal podosomes and actin
ring formation.
I have also characterized the mouse Inpp4b gene, which presents a complex structure
and regulation, and which is expressed as multiple isoform (Inpp4ba, Inpp4bŒs and
Jnpp4bf3). Notably, I have identified a novel isoform of Inpp4b, Inpp4bŒs, and also
demonstrated that Inpp4bj3 localized to the Golgi apparatus.
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Finally, I have generated genetic tools that will allow functional in vivo study of
Inpp4b, incÏudïng a nuil and a conditional allele of Inpp4b, and a transgenic CD1 lb
Cre mice that express Cre recombinase in mature osteoclast and in their precursors.
Together my resuits implicate Inpp4b as a modulator of bone homeostasis and
suggest that genetic variants in this gene may participate in bone mass variability in
mammals, particularly in healthy human population, but also in bone diseases such as
osteoporosis.
Keywords: osteoclast, osteopetrosis, phosphatidylinositol, phosphatase, Inpp4b, grey
lethal, Cre, lox, conditional knockout.
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RÉSUMÉ DE VULGARISATION
Chez les adultes l’os est un tissu soumis à un constant remodelage qui implique deux
activités biologiques : la formation du tissu osseux et son renouvellement suite à sa
résorption. Les ostéoblastes sont les cellules responsables de la formation de l’os,
alors que la résorption osseuse est effectuée par les ostéoclastes. L’équilibre entre la
formation et la résorption de l’os est essentiel au maintien d’une masse osseuse
constante dans le temps et est donc finement contrôlé. fl n’en reste pas moins
précaire, car le moindre débalancement entre la formation et la résorption osseuse
conduira à de sérieux troubles incluant l’ostéoporose, l’ostéosclérose et
l’ostéopétrose. Alors que l’ostéoporose est causée par une stimulation anormale de
l’activité de résorption des ostéoclastes, l’ostéopétrose (du grec petros : pierre) est
une maladie génétique rare (1/100000) causée par une absence de l’activité de
résorption de l’os normalement assurée par les ostéoclastes. Les patients atteints
d’ostéopétrose présentent donc une accumulation anormale d’os, pouvant causer
l’anémie et une susceptibilité aux infections (immunodéficience). En plus, des
troubles sensoriels comme la surdité et la cécité, et des problèmes respiratoires et
neurologiques peuvent survenir. Le seul traitement connu est la greffe de moelle
osseuse. Nos recherches s’intéressent aux causes génétiques de l’ostéopétrose chez
l’humain. En utilisant un modèle de souris mutante appelée grey-lethal nous avons pu
montrer que des mutations dans le même gène étaient responsables de l’ostéopétrose
chez la souris et chez l’humain.
Au cours de mon doctorat je me suis intéressé à un autre gène, appelé Inpp4b,
possiblement impliqué dans la biologie des ostéoclastes. Mes travaux m’ont permis
de mieux caractériser la fonction de ce gène dans les ostéoclastes en utilisant des
modèles cellulaires (in vitro) et des modèles de souris transgéniques (in vivo). En
résumé, mes résultats montrent qu’Inpp4b a un effet négatif sur la différenciation des
ostéoclastes, le processus par lequel certaines cellules de la moelle osseuse se
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transforment en ostéoclastes en présence de signaux spécifiques. Mes résultats
montrent qu’Inpp4b est aussi directement impliquée dans l’activité de résorption de
l’os par les ostéoclastes.
Les travaux présentés dans cette thèse permettent de supporter l’hypothèse selon
laquelle le gène Inpp4b est impliqué dans le contrôle génétique de la masse osseuse
chez la souris et l’humain. En effet, chaque individu possède une combinaison unique
de gènes et chez certaines personnes cette combinaison sera responsable d’une
densité osseuse plus faible qui pouna éventuellement devenir pathologique, comme
dans l’ostéoporose. L’identification des gènes responsables de la variation de la
masse osseuse, comme Inpp4b, est donc très importante afin de mieux comprendre
les maladies osseuses et pour pouvoir éventuellement les guérir.
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION
21.1. L’HOMÉOSTASIE OSSEUSE
L’os est un constituant essentiel des vertébrés, incluant les humains. Malgré tout, ce
tissu est souvent considéré par le commun des mortels comme inerte, statique et mort,
alors qu’en fait, c’est tout le contraire. Pour reprendre le titre d’un récent article,
« l’os, c’est plus qu’un bâton» (Loveridge, 1999). En fait, tous les os de notre corps
sont soumis à un constant remodelage qui résulte de l’action opposée, mais concertée,
de deux types de cellules les ostéoblastes et les ostéoclastes. L’ostéoblaste est la
cellule responsable de la formation et du dépôt de la matrice osseuse, alors que
l’ostéoclaste assure la fonction inverse, c’est-à-dire qu’il résorbe l’os. L’équilibre
entre la formation et la résorption de l’os est essentiel au maintien d’une masse
osseuse constante dans le temps et est donc finement contrôlé. II n’en reste pas moins
précaire, car le moindre débalancement entre formation et résorption osseuse
conduira à de sérieux troubles incluant l’ostéoporose, l’ostéosclérose, l’ostéopétrose
et les syndromes ostéolytiques. Pour le moment, on peut affirmer qu’il existe peu de
traitements efficaces et surtout curatifs pour ces maladies. Une meilleure
compréhension des mécanismes moléculaires qui contrôlent l’activité des
ostéoblastes et des ostéoclastes reste donc un objectif important dans le domaine de la
biologie osseuse.
1.1.1. Le tissu osseux
L’endosquelette formé d’os minéralisé est une caractéristique propre aux vertébrés.
L’os comme tel est un tissu conjonctif spécialisé qui forme, avec le cartilage, le
système squelettique. Cette charpente, rigide et souple à la fois, remplit trois
fonctions importantes : 1) une fonction mécanique en étant à la fois un support et le
site d’attachement des muscles requis pour la locomotion; 2) une fonction protectrice
pour les organes vitaux et la moelle osseuse; 3) une fonction métabolique dans le
maintient de l’homéostasie du sérum, en tant que réserve d’ions, plus
particulièrement calcium et phosphate.
3Cartilage
Épiphyse Plaques de croissance(Métaphyse)
Os trabéculaire — - Épiphyse
Os cortical
Cavité médulaire Diaphyse
Figure 1-1. Représentation schématique d’un os long, ici le fémur.
La structure anatomique des os longs adultes comporte plusieurs éléments qui
dérivent en fait de son développement et de sa croissance, processus qui seront décrit
plus loin dans cette section. On distingue d’abord les extrémités plus larges de l’os
que l’on appelle épiphyses, de la partie centrale longue et cylindrique que l’on appelle
diaphyse (Figure 1.1). Une zone associée à la croissance, la métaphyse, se retrouve
finalement entre l’épiphyse et la diaphyse. Dans un os en croissance, l’épiphyse et la
métaphyse, qui dérivent de deux centres d’ossification différents, sont séparées par
une couche de cartilage, aussi appelée plaque de croissance. Responsable de la
croissance longitudinale de l’os, cette couche cartilagineuse proliférative se calcifie
complètement à la fin de la croissance. La partie externe de l’os est formée par une
couche dense et épaisse de tissu calcifié, l’os cortical, qui contient la cavité
médullaire où se trouve la moelle osseuse essentielle à l’hématopoïèse chez l’adulte.
La surface extérieure de l’os, en contact avec les muscles et les cartilages, est le
périoste, alors que la surface interne, en contact avec la moelle, est l’endoste. Près de
la métaphyse et de l’épiphyse l’os cortical est plus mince et l’espace interne est
t
4rempli d’un réseau de minces trabécules calcifiés. Ce type d’os est appelé os
trabéculaire. L’os cortical et l’os trabéculaire sont composés des mêmes cellules et de
la même matrice extracellulaire, cependant, leurs fonctions respectives diffèrent. Le
cortex étant majoritairement composé d’os compact (80-90%), il joue un rôle
mécanique et protecteur. L’os trabéculaire étant peu calcifié (15-25%) et présentant
une plus grande surface d’interaction avec le milieu non osseux (moelle, vaisseaux
sanguins, ostéoblastes et ostéoclastes), il joue donc un rôle plutôt métabolique.
Considérant cet état de fait, on notera également que l’os trabéculaire est plus
susceptible d’être affecté par un débalancement de l’homéostasie osseuse. Ainsi, les
parties du squelette comportant le plus grand pourcentage d’os trabéculaire, sont aussi
celles qui sont les plus affectées (plus grand risque de fracture) dans des pathologies
comme l’ostéoporose et les tumeurs ostéolytiques: la tête fémorale (50-75% d’os
trabéculaire), le poignet (25% d’os trabéculaire) et les vertèbres lombaires (60-75%
d’os trabéculaire). En comparaison, la diaphyse du fémur, formée en presque totalité
d’os cortical, comporte moins de 5% d’os trabéculaire.
Comme tout les tissus conjonctifs l’os est formé de deux constituants principaux, soit
des cellules et de la matrice extracellulaire. Dans les os, le cartilage et les dents, cette
matrice se distingue cependant de celle contenue dans les autres tissus conjonctifs par
la propriété unique qu’elle a de pouvoir être calcifiée. Cette matrice extracellulaire,
particulièrement abondante dans ce tissu, est composée de fibre de collagène de type I
(90% des protéines totale), de protéoglycans et de glycoprotéines (fibronectine,
ostéopontine, ostéonectine, ostéocalcine, vitronectine, sialoprotéine osseuse). La
plupart de ces protéines sont synthétisées et déposées par les ostéoblastes. À cette
composition protéique, s’ajoute des cristaux d’hydroxyapatite [3Ca3(P04)2f(OH)2
que l’on retrouve dans et sur les fibres de collagène et qui forment la partie minérale
de l’os. L’orientation préférentielle des fibres de collagène alterne de couche en
couche dans l’os adulte, donnant à cet os une structure typiquement lamellaire que
l’on peut observer en microscopie électronique ou sous une lumière polarisée (Figure
51.2). Cette organisation est celle qui permet la plus grande densité de collagène par
unité de volume, ce qui explique, en partie, la grande rigidité du tissu osseux.
Les types cellulaires retrouvés dans l’os comme tel (ce qui exclut la moelle osseuse)
sont l’ostéocyte, l’ostéoblaste et l’ostéoclaste. Des sections subséquentes de ce
chapitre traiteront de l’origine, de la différenciation et de l’activité respective de
l’ostéoblaste et de l’ostéoclaste en tant que cellules responsables du maintien de
l’homéostasie osseuse.
Les ostéocytes dérivent d’ostéoblastes qui sont restés emprisonnés suite au processus
d’ossification. Ces cellules sont donc encastrées dans l’os dans de petites cavités
ostéocytiques (environ 25000/mm3 d’os) et cessent par la suite de se diviser. Les
ostéocytes présentent de nombreuses et très longues projections riches en
microfilaments qui traversent la matrice osseuse et entrent en contact avec les
projections d’autres ostéocytes, mais également avec les ostéoblastes retrouvés à la
Figure 1-2. Photo d’un os normal sous la lumière polarisée.
Le tissu osseux est organisé en structures lamellaires (Reproduit avec la permission de la Paget
Fondation).
6surface de la matrice. Ces projections sont organisées avant la calcification de la
matrice et forme donc un réseau de canicules à travers tout l’os. Le rôle des
ostéocytes dans la biologie de l’os est encore mal connu. Les données récentes
suggèrent cependant que ces cellules auraient une fonction méchanosensorielle dans
la détermination de la structure des os (Klein-Nulend et al., 2003). Le destin ultime
de l’ostéocyte est d’être phagocyté, puis digéré avec le reste de la matrice osseuse,
par les ostéoclastes lors d’une phase de résorption osseuse.
Au niveau anatomique on classe les os dans l’une ou l’autre de deux catégories : les
os plats (os crâniens, omoplate, mâchoire inférieure) et les os longs (fémur, tibia,
humérus, etc.). Ces deux types d’os sont le résultat de deux mécanismes
développementaux distincts: l’ossification intramembranaire et l’ossification
endochondrale, respectivement. Cependant, comme on le verra plus loin, le
développement des os longs requiert les deux types d’ossification. La principale
différence entre ces deux types d’ossification est la présence d’une phase
cartilagineuse dans l’ossification endochondrale.
Ostéoblastes
Matrice Sites d’ossifications
Mésenchyme Ostéoblastes
Figure 1-3. L’ossification intramembranaire.
Ce type d’ossification est imp1iqu dans la formation des os plats comme ceux du crâne (Gilbert,
2000).
7Dans l’ossification intramembranaire, un groupe de cellules mésenchymateuses
prolifèrent et se différencient directement en préostéoblastes, puis en ostéoblastes
(Figure 1-3). Ces cellules synthétisent ensuite une matrice dans laquelle les fibres de
collagène ne sont pas orientées de façon précise. L’os qui en résulte est ainsi appelé
os tissé, par opposition à l’os adulte qui est lamellaire. La calcification dans ce type
d’os est relativement lente et irrégulière, et les ostéocytes qui y sont retrouvés sont
gros et très nombreux. Des cycles subséquents de remodelage par les ostéoclastes et
les ostéoblastes permettront de remplacer la matrice désorganisée initiale par de l’os
lameliaire.
Ostdoblastes
(zone dossification
Chondrocytes intramembranaire)Mesenchyme Cartilage hypertrophiques
Plaque de
- tL..(J croissance
z t- •..
I Moelle
L osseuse
V;
:2 Os
,•
!_‘ l:l1
‘?
Plaque de
croissance
Figure 1-4. L’ossification endochondrale.
Ce type d’ossification est impliqué dans le développement des os longs (Gilbert, 2000).
Dans l’ossification endochondrale les cellules mésenchymateuses prolifèrent et se
différencient en préchondroblastes, puis en chondroblastes (Figure 1-4). Ces cellules
sont responsables de la formation de la matrice cartilagineuse. Comme les
ostéoblastes, les chondroblastes restent emprisonnés dans leur propre matrice
extracellulaire, devenant ainsi des chondrocytes. Comme le cartilage est plutôt
Cartilage
épiphysaire
Centre
dossitication
secondaire
8gélatineux, les chondrocytes continuent à se diviser, formant, au niveau de la plaque
de croissance des colonnes régulières de cellules qui deviennent graduellement
hypertrophiques avant de mourir par apoptose. Cette première étape de formation
laisse une charpente de cartilage non vascularisé qui servira à construire l’os calcifié.
Tôt lors du développement de cet os, un anneau d’os tissé est formé par ossification
intramembranaire au milieu de l’os sous ce qui deviendra le périoste. Suite à la
calcification de cet os tissé, des ostéoclastes l’envahissent, permettant la
vascularisation du cartilage et l’apport de cellules hématopoïétiques qui formeront
ensuite la moelle osseuse (Karsenty and Wagner, 2002).
Épiphyse Cartilage
J
L Chondrocytes
en prolifération
J
Chondrocytes
i matures j
Metaphyse L Chondrocytes
Hypertrophiques
.4
Ossification, dégénérescence du
cartilage
figure 1-5. La plaque de croissance de Pos est située au niveau de la métaphyse.
Les chondrocytes prolifèrent dans une région près de l’épiphyse, alors que l’ossification comme telle
se produit dans une région plus près de la métaphyse (Gilbert, 2000).
La plaque de croissance d’un os long en développement présente plusieurs
évènements cellulaires (Figure 1.5). D’abord, près de la diaphyse dans une zone de
prolifération, les chondroblastes se divisent et synthétisent activement la matrice. Ces
cellules grossissent progressivement, augmentant la lacune qu’elles occupent dans la
zone hypertrophique. Elles meurent ensuite par apoptose. A ce niveau de la plaque de
l’épiphyse, la matrice du cartilage se calcifie. Une fois calcifiée la matrice
Diaphyse Os calcifié
9cartilagineuse est résorbée partiellement par les ostéoclastes, et des vaisseaux
sanguins apparaissent dans cette zone. Suite à la résorption, des ostéoblastes se
différencient et déposent une première couche d’os tissé. On nomme spongiosité
primaire le trabécule qui résulte de cette première ronde de remodelage. Plus bas dans
la plaque de croissance, l’os tissé est soumis à une deuxième ronde de remodelage au
cours de laquelle il est remplacé, lui et le cartilage restant, par de l’os lamellaire.
Cette deuxième étape conduit à la formation de spongiosité secondaire, l’état mature
des trabécules.
A la fin de la croissance, les rondes de remodelage local de l’os se poursuivent. Ce
mécanisme a pour but principal le renouvellement constant de la matrice osseuse.
Ainsi, dans l’os adulte, la formation de l’os ne peut se produire qu’après une étape de
résorption. fl est donc admis que les deux processus sont très intimement liés.
Comme on le verra plus loin dans cette thèse, des mécanismes moléculaires précis
permettent aux deux cellules impliquées dans le remodelage osseux, l’ostéoblaste et
l’ostéoclaste, de contrôler réciproquement leur différenciation et leur activité.
Le processus de remodelage commence par le recrutement, à un microsite précis, de
précurseurs ostéoclastiques. Ces précurseurs migrent au site de remodelage à partir
des vaisseaux sanguins. Une fois attachés à la matrice osseuse, les préostéoclastes, se
différencient en ostéocÏastes matures multinucléés et commence à résorber. Les
ostéoclastes meurent ensuite par apoptose et sont remplacés par des ostéoblastes. Ces
derniers vont déposer une nouvelle matrice dans la lacune creusée par les
ostéoclastes. Une fois la phase de formation terminée, l’ostéoblaste cesse de produire
de la matrice, meurt par apoptose et/ou devient un ostéocyte.
La vaste majorité des maladies osseuses résultent d’un excès ou d’une trop faible
activité lors de l’une des phases du remodelage osseux. Ainsi un excès de résorption
conduira à l’ostéoporose ou à l’ostéopénie, tandis qu’un excès de formation (ou une
perte de résorption) provoquera l’ostéopétrose ou l’ostéosclérose. Nous aborderons
‘o
dans les sections qui suivent les mécanismes généraux qui régulent la différenciation
et l’activité des deux cellules impliqués dans le remodelage osseux, l’ostéoblaste et
1’ ostéoclaste.
BMPs
FGFs
Pre-chondrocyte
+ Leptine
Cellule
mésenchymateuse Hypothalamus
Wnt
4, Ihh H— (FGFR3) Fra-1 Neurones 132-
Pré-ostéoblaste Ostéocyte
Runx O OT Hoxa-2
TGF Twistl 2 Osx
Runx2 p-catenintrCF/LEF
Wnt (Lrp5?)
Figure 1-6. Mécanismes impliqués dans la différenciation de l’ostéoblaste.
Les facteurs de croissance neuroendocriniens, paracrines et autocrines ayant une action positive et
négative sont représentés en hleu. Les facteurs de transcription impliqués dans l’expression des gènes
spécifiques aux ostéoblastes sont représentés en noir.
1.1.2. Mécanismes contrôlant la différenciation et l’activité des ostéoblastes
L’ostéoblaste est une cellule d’origine mésenchymateuse qui dérive d’un précurseur
commun aux chondrocytes (Ducy et al., 1997) (Figure 1-6). L’ostéoblaste assure trois
fonctions dans l’os. fi est d’abord responsable de la formation de l’os, c’est à dire de
la synthèse et de la sécrétion des protéines de la matrice extracellulaire osseuse.
L’ostéoblaste exprime également les gènes nécessaires et suffisants à la
minéralisation de cette matrice. La troisième fonction de l’ostéoblaste est d’assurer la
différenciation des ostéoclastes et, par le fait même, de contrôler la résorption osseuse
(Karsenty and Wagner, 2002). Ce contrôle, s’effectue principalement par la
production de deux facteurs qui stimule la différenciation et l’activité de l’ostéoclaste,
RANKL et M-CSF, et par la sécrétion d’un inhibiteur de l’ostéoclastogenèse,
l’ostéoprotégérine (OPG). Le système RANKIRANKL/OPG sera abordé
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ultérieurement. Je décrirai d’ abord quelques-uns des mécanismes les plus importants
qui contrôlent la différenciation et l’activité des ostéoblastes.
1.1.2.1. Contrôle transcriptionnel de la différenciation des ostéoblastes
La différenciation de l’ostéoblaste est contrôlée par le facteur de transcription
Runx2lCbfal, une protéine à domaine runt, homologue au facteur Runt de la
drosophile (Ducy et al., 1996) (Figure l-6). L’ablation de ce gène chez la souris
(Runx2’) résulte en une absence d’ostéoblaste et de matrice osseuse minéralisée chez
le nouveau né, démontrant le rôle essentiel de cette protéine dans la différenciation de
l’ostéoblaste et dans la formation de la matrice osseuse (Komori et al., 1997; Otto et
al., 1997). Les ostéoclastes sont également absents chez la souris Runx2’,
démontrant le rôle essentiel que jouent les ostéoblastes dans la différenciation des
ostéoclastes. Des mutations dans le locus humain de Runx2 sont responsables de la
dysplasie cleidocranienne, une maladie autosomale dominante caractérisée par
l’absence de clavicules, des fontanelles ouvertes et une courte stature (Mundlos et al.,
1997). Runx2 active directement la transcription de gènes impliqués dans l’activité et
la différenciation des ostéoblastes comme l’ostéocalcine (OCN), le collagène de type
I, l’ostéopontin (OPN) et la collagènase 3 (Ducy et al., 1997; Selvamurugan et al.,
1998; Kem et al., 2001). L’expression de Runx2 durant le développement précède la
différenciation des ostéoblastes et l’expression de l’ostéocalcine (Ducy et al., 1997).
Finalement, l’expression ectopique de Runx2 in vivo peut provoquer l’ossification
endochondrale de certains tissus normalement non ossifiées (Takeda et al., 2001;
Ueta et al., 2001). L’ensemble de ces évidences démontre que Runx2 est nécessaire et
suffisant pour la différenciation des ostéoblastes chez l’humain et chez la souris.
Plusieurs évidences suggèrent que la transcription de Runx2 dans les ostéoblastes
serait contrôlée en aval par trois facteurs à homéodomaine, Msx2, Bapxl et Hoxa-2
(Figure 1-6). Msx2 est exprimé dans les ostéoblastes durant le développement et son
inactivation chez la souris provoque un retard dans l’ossification des os du crane. Ce
phénotype est accompagné par une réduction de l’expression de Runx2, suggérant
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que Msx2 induit directement ou indirectement la transcription de ce gène (Satokata et
al., 2000). Les souris déficientes en Bapxl présentent également une réduction de
l’expression de Runx2 (Tribioli and Lufldn, 1999). Finalement, l’inactivation du gène
Hoxa-2 provoque une expression ectopique de Runx2 accompagné d’une ossification
anormale du deuxième arc branchiale, suggérant que Hoxa-2 agit comme un
répresseur de Runx2 (Kanzler et al., 199$). Malgré ces résultats intéressants, les
facteurs contrôlant l’expression spatiotemporelle de Runx2 restent encore à être
identifiés.
L’expression de Runx2 (El0.5) précède de plusieurs jours l’apparition des
ostéoblastes (E14.5) lors du développement de la souris (Ducy et al., 1997). Cette
observation pourrait être expliquée par trois mécanismes non-exclusifs. D’abord,
Runx2 pourrait contrôler l’expression d’autres facteurs de transcription responsables
de la différenciation des ostéoblastes. L’un de ces facteurs est Osterix (Osx), une
protéine à doigts de zinc exprimée dans les précurseurs des ostéoblastes. Son absence
chez la souris cause un phénotype similaire à la délétion de Runx2 (Nakashima et al.,
2002). L’expression de Runx2 n’est pas affectée en absence d’Osx, alors qu’Osx
n’est pas exprimé en absence de Runx2, suggérant qu’Osx est une cible
transcriptionnelle en amont de Runx2 (Figure l-6). Un deuxième mécanisme
impliquerait que l’activité de transactivation transcriptionnelle de Runx2 requiert un
coactivateur dont l’expression n’apparaît que plus tard dans le développement. À ce
jour, il n’existe aucune évidence appuyant cette hypothèse. Finalement, un troisième
mécanisme ferait intervenir un régulateur négatif qui entrerait en compétition avec
Runx2 pour le même site de liaison sur l’ADN ou qui empêcherait ce dernier de lier
ce site. Les facteurs de transcription Twist 1 et Twist2, capables de lier le domaine de
liaison à l’ADN de Runx2 et d’antagoniser ainsi son activité transcriptionnelle,
seraient responsables d’un tel mécanisme (Bialek et al., 2004; Yousfi et al.,
2002)(Figure l-6).
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En plus de Runx2 et d’Osterix, d’autres facteurs, pas nécessairement exclusifs aux
ostéoblastes, sont requis pour la différenciation et l’activité de ces cellules. Parmi
ceux-ci nous nonmierons Fra-l et JunB de la famille des facteurs AP-l (Eferl et aL,
2004; Kenner et al., 2004) et ATF4, de la famille des facteurs à boîte CREB (Yang et
al., 2004). Ces protéines reconnaissent des éléments en cis dans des promoteurs
spécifiques aux ostéoblastes et agissent de concert avec d’autres facteurs de
transcription pour permettre l’expression des composantes de la matrice osseuse
(Figure 1-6). Par exemple, des sites de liaison pour Runx2, ATF4 et AP-1 se trouvent
dans le promoteur de l’ostéocalcine et contribuent tous à l’activation
transcriptionnelle de ce gène (Yang and Karsenty, 2004; Ducy and Karsenty, 1995).
1.1.2.2. Contrôle paracrine et autocrine de la différenciation et de l’activité des
ostéoblastes
En plus du contrôle intrinsèque exercé par des facteurs de transcription, la
différenciation et l’activation de l’ostéoblaste sont régulées par plusieurs facteurs de
croissance paracrine et autocrine (Figure l-6). Cette régulation est importante au
cours du développement, lors de la formation des os, et à l’âge adulte afin de
maintenir un niveau d’ossification constant.
Présentement, il y a seulement trois facteurs de croissance pour lesquels il existe des
évidences génétiques démontrant leur implication directement dans la différenciation
des ostéoblastes : indian hedgehog (Inh), le facteur de croissance des fibroblastes
Ffgl8 et un ou plusieurs des facteurs de la famille Wnt (Figure l-6). Indian
hedgehog, un homologue mammifère du facteur Hedgehog (Hh) de drosophile, est
requis pour la différenciation des ostéoblastes lors de l’ossification endochondrale.
En effet, l’ablation de ce gène chez la souris se traduit notamment par une absence de
cellule Runx2-positives et donc d’ostéoblastes au niveau des éléments du squelette
qui sont normalement soumis à l’ossification endochondrale (St Jacques et al., 1999).
Le fait que l’ossification intramembranaire n’est pas affectée chez ces souris suggère
cependant que d’autres facteurs peuvent induire l’ossification dans les os plats. Jnh
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agirait en stimulant la prolifération des chondrocytes via le système
récepteur/répresseur smoothened (Smo)/patched-l (Ptcl) (Ingham et al., 2000; Long
et al., 2001). Fgf18 aurait l’effet inverse en agissant via le récepteur Fgfr3 afin
d’inhiber la prolifération des chondrocytes lors du développement. L’ablation des
gènes Fgf]8 et Fgfr3 chez la souris provoque des phénotypes très similaires
d’ossification endochondrale prolongée accompagnée d’une zone de chondrocytes
hypertrophiques épaissie dans la plaque de croissance et d’os plus longs (Deng et aL,
1996; Liu et al., 2002; Ohbayashi et al., 2002). De même, des mutations activatrices
(gain de fonction) dans le récepteur FGFR3 sont responsables de deux types de
nanisme chez l’humain, l’achondroplasie et la dyspiasie thanatophorique (Nasld et
ai., 1996; Rousseau et al., 1994; Shiang et aL, 1994; Tavormina et al., 1995). Ces
deux conditions pathologiques sont caractérisées par une réduction importante des
chondrocytes non-hypertrophiques, probablement causée par une prolifération réduite
de ces cellules. Finalement, des données montrant que la signalisation induite par
FGFR3 inhibe l’expression d’lnh suggèrent qu’un lien direct existerait entre les voies
antagonistes InhlSmo et FGF18/FGFR3 (Liu et al., 2002; Nasld et al., 1998).
Les facteurs Wnt, les homologues mammifères du gène Wingless de drosophile,
agissent en liant les récepteurs Frizzled. Suite à l’activation du récepteur Frizzled, la
f3-caténine, une protéine normalement cytoplasmique ayant une courte demi-vie, est
stabilisée et transportée au noyau où elle permet la transcription de gènes cibles.
Plusieurs évidences suggéraient déjà que les facteurs de la famille Wnt avaient un
rôle à jouer dans la différenciation des ostéoblastes. D’abord, chez l’humain et la
souris des mutations dans le gène LRP5, l’homologue mammifère du gène Arrow de
drosophile et un corécepteur de Wnt, causent un phénotype de masse osseuse réduite
associé à une réduction de l’ossification. Inversement, des mutations gain de fonction
dans le même gène se traduisent par des phénotypes de masse osseuse augmentée
chez l’humain. De plus, l’expression ectopique de Lrp5 dans des fibroblastes
potentialise la signalisation par la voie canonique des Wnt (Logan and Nusse, 2004).
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Il existe un grand nombre de facteurs Wnt, de récepteurs Frizzled et de corécepteurs
Lrp, ce qui n’a pas facilité les études génétiques de cette voie dans les ostéoblastes.
Très récemment, une série d’études ont démontré le rôle cruciale que joue la voie
canonique des Wnt dans la différenciation des ostéoblastes (Day et al., 2005; Glass et
al., 2005; Hill et al., 2005; Hu et al., 2005). Ces études ont tiré avantage du fait qu’il
n’existe qu’un seul gène codant pour la f3-caténine, la protéine centrale de la voie de
signalisation intracellulaire canonique activée par les facteurs Wnt. L’ ablation
conditionnelle de la 13-caténine dans le mésenchyme des membres et de la tête résulte
en un blocage de la différenciation des ostéoblastes, mais pas des chondrocytes (Day
et al., 2005; Hill et al., 2005). De hauts niveaux de 13-caténine et de ses cibles
transcriptionnelles, les facteurs Lef et Tcf, sont également observés dans les
précurseurs des ostéoblastes in vivo (Day et al., 2005; Glass et al., 2005).
La signalisation par les Wnt est également importante dans les ostéoblastes
différenciés où elle jouerait un rôle dans le contrôle de l’ostéoclastogenèse. En effet,
l’expression d’une forme stabilisée de la f3-caténine dans les ostéoblastes différenciés
provoque un effet néfaste sur la différenciation des ostéoclastes, résultant en une
ostéopétrose sévère (Glass et al., 2005). Les auteurs de cette étude démontrent que ce
phénotype ostéopétrotique résulte en fait de l’effet positif que la voie WntI3-
caténine[fcf-1 a sur la transcription du gène OPG qui codent pour l’ostéoprotégérine
un puissant inhibiteur de la différenciation des ostéoclastes. Finalement, une de ces
études présente des évidences que les facteurs Hedgehog, dont fait partie Inh,
pourraient stimuler l’ostéogenèse en induisant l’expression des ligands Wnt (Hu et
al., 2005).
Les membres de la supeffamille incluant des facteurs de croissance transformant f3
(TGFf3) et, plus particulièrement, les protéines morphogéniques de l’os (BMP) sont
considérés depuis longtemps comme des régulateurs important de l’ostéogenèse et de
la différenciation des ostéoblastes (Figure l-6). Les BMP sont en effet les plus forts
inducteurs d’ossification in vivo. BMP2, par exemple, peut induire la formation
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ectopique d’os lorsqu’il est implanté dans le tissu musculaire (Wozney et aL, 198$).
De nombreuses évidences expérimentales ont permis de démontrer que plusieurs
membres de la famille BMP, leurs récepteurs et leurs antagonistes jouaient des rôles
prédominant dans le contrôle de la différenciation des ostéoblastes et dans la
production de la matrice osseuse (Balemans and Van Hul, 2002; Zhao et al., 2002;
Wu et al., 2003). Le TGF3 agit plutôt comme un antagoniste des BMP et inhibe
l’expression de Runx2 et de l’ostéocalcine (Alliston et al., 2001). La signalisation
intracellulaire des BMP et du TGFf3 est activée principalement par les protéines
Smad, retrouvées normalement dans le cytoplasme, mais qui sont transportées au
noyau suite à leur phosphorylation par un récepteur à activité tyrosine kinase
(Massague and Wotton, 2000). fl a été démontré que les Smad pouvaient interagir
avec Runx2 pour moduler l’expression des gènes codant pour les composants de la
matrice osseuse (Ito and Miyazono, 2003). Malgré tout, le rôle joué par les BMP dans
l’ossification reste controversé. En effet, il reste à démontrer si l’extraordinaire
capacité qu’ont BMP2, BMP4, BMP6 et BMP7 de pouvoir induire la formation d’os,
ne reflète pas plutôt une fonction plus générale d’inducteur du mésoderme
squelettique (Capdevila and Izpisua Belmonte, 2001). Des expériences d’ablation
génique conditionnelle de ces facteurs ou de leurs récepteurs dans des cellules
spécifiques, ostéoblastes et/ou chondrocytes, permettraient probablement de répondre
à cette question.
1.1.2.3. Contrôle neuroendocrinien de l’activité ostéogénique
La plupart des fonctions homéostatiques du corps, comme le poids et les fonctions
gonadiques, sont soumises à un contrôle endocrine. On a supposé pendant longtemps
que la masse osseuse, et plus précisément l’activité des ostéoblastes, étaient
également régulée par un mécanisme similaire, sinon commun. Deux observations
suggèrent cette hypothèse. Premièrement, la chute des estrogènes mène à une perte de
masse osseuse due à une augmentation de l’activité des ostéoclastes qui n’est pas
compensé par une augmentation de l’activité des ostéoblastes (Chambers, 2000).
Deuxièmement, les individus obèses sont protégés de l’ostéoporose (Felson, 1993).
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Une série d’observations, effectuées au cours des dernières années, ont permis de
démontrer que l’activité de l’ostéoblaste est contrôlé de façon centrale par un axe
formé de la leptine, une hormone sécrétée par les adipocytes, l’hypothalamus et le
système nerveux sympathique. Les souris déficientes en leptine (ob/ob) ou pour le
récepteur à la leptine (db/db), en plus d’être obèses et hypogonadiques, présentent
une masse osseuse 40% plus importante que les souris sauvages, suggérant que la
leptine est une hormone antiostéogénique (Ducy et al., 2000). Des études in vivo et in
vitro ont démontré que la leptine n’agissait pas directement sur les ostéoblastes, qui
n’ expriment pas de récepteur à la leptine, mais plutôt au niveau du système nerveux
central. L’action antiostéogénique de la leptine se produit au niveau des noyaux
ventromédiants de l’hypothalamus (VMH) qui sont riches en récepteurs à la leptine
(Elmquist et al., 1998). Finalement, le relais entre l’hypothalamus et les ostéoblastes
passe par les neurones f3-adrénergiques du système nerveux sympathique. De façon
très intéressante, il a été démontré que les ostéoblastes expriment des récepteurs f32-
adrénergiques et que des terminaisons nerveuses produisant de l’adrénaline et de la
noradrénaline se trouvent près des ostéoblastes dans l’os (Takeda et al., 2002). Ces
neurones inhiberaient donc directement les ostéoblastes afin qu’ils synthétisent moins
de matrice osseuse. Fait intéressant, ce contrôle affecterait aussi indirectement les
ostéoclastes, puisque la signalisation via les récepteurs f32-adrénergiques induirait une
augmentation dans l’expression du facteur ostéoclastogénique RANKL à la surface
des ostéoblastes (Elefteriou et aÏ., 2005). L’ensemble de ces évidences suggèrent
fortement que l’activité de l’ostéoblaste est soumise à un contrôle neuroendocrinien.
J’ai tenté de démontrer dans cette section, en m’appuyant sur quelques exemples
précis, que la différenciation et l’activité des ostéoblastes est un processus complexe,
contrôlé à plusieurs niveaux. Nous verrons dans la section suivante qu’il en est de
même pour l’ostéoclaste, une cellule très différente pourtant de l’ostéoblaste. Nous
verrons en particulier que l’activité et la maturation de l’ostéoclaste dépend en grande
partie de l’ostéoblaste.
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1.2. MÉCANISMES MOLÉCULAIRES RÉGULANT LA DIFFÉRENCIATION
ET L’ACTIVITÉ DES OSTÉOCLASTES
Chez les vertébrés, l’ostéoclaste mature est la seule cellule de l’organisme ayant la
capacité de résorber la matrice osseuse. Un défaut dans la différenciation ou l’activité
de ces cellules résulte donc en de graves maladies osseuses comme l’ostéopétrose,
l’ostéoporose, l’arthrite rhumatoïde, la maladie de Paget et les tumeurs ostéolytiques
dérivées de certaines métastases (Rodan and Martin, 2000). Dans l’ostéopétrose, une
absence d’ostéoclaste ou un défaut dans leur activité de résorption seront
responsables de l’accumulation anormale d’os. La plupart des maladies osseuses chez
l’adulte, incluant l’ostéoporose, sont plutôt causées par un excès d’activité
ostéoclastique, d’où l’intérêt certain que nous avons à mieux comprendre la
différenciation et l’activité de cette cellule.
Figure 1-7. Ostéoclaste in vivo.
Coupe histologique d’un os montrant un ostéoclaste résorbant la matrice osseuse (BM). On remarque
les nombreux noyaux à l’intérieur de la cellule, ainsi que la bordure plissée (RB) (Rajapurohitam et al.,
2001).
s
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Les ostéoclastes différenciés sont des cellules multinucléés post-mitotiques qui
résultent de la fusion de précurseurs mononucléés ou préostéoclastes (Chambers,
2000; Teitelbaum, 2000). L’origine hématopoïétique de ces précurseurs a pu être
démontrée par des expériences de transfert de moelle osseuse et, surtout, par des
systèmes de coculture ex vivo (Takahashi et al., 1988). De plus, l’ablation du facteur
de transcription de la famille Ets, PU.1, qui contrôle la différenciation de plusieurs
lignées hématopoïétiques, cause une ostéopétrose associée à une absence
d’ostéoclastes chez la souris (Tondravi et al., 1997). Un phénotype similaire est
observé chez les souris où le gène codant pour le facteur stimulant des macrophages
(M-CSF) a été inactivé, suggérant que les préostéoclastes se différencient à partir
d’un précurseur myéloïde (Yoshida et al., 1990). L’ostéoclaste pourrait donc être
considéré conmie un macrophage spécialisé dans la phagocytose de la matrice
osseuse. L’ostéoclaste activé se distingue cependant des autres phagocytes par le fait
que c’est une cellule hautement polarisée et par l’expression de certaines protéines
comme la cathepsine K, le récepteur à la calcitonine et la sous-unité
transmembranaire a3 de 116 kDa de la pompe à proton. La structure la plus
remarquable de l’ostéoclaste polarisé est la membrane plissée (ou ruffted border) qui
est en fait l’organelle impliquée dans l’activité résorptive de cette cellule (Figure 1.7).
L’attachement à la matrice osseuse, la formation de la membrane plissée et l’activité
de l’ostéoclaste mature seront abordés plus en détails dans une section subséquente.
J’aborderai d’abord les mécanismes moléculaires impliqués dans la différenciation de
l’ostéoclaste, plus particulièrement les facteurs paracrines requis pour cette
différenciation. Ces facteurs sont en presque totalité produits par les ostéoblastes, ce
qui permettra de comprendre l’intime relation qu’entretiennent 1’ ostéoclaste et
l’ostéoblaste. Par la suite j’aborderai plus en détails le système RANKJRANKLIOPG
et les voies de signalisation intracellulaires qui sont activées par le récepteur RANK.
20
1.2.1. Facteurs de différenciation des ostéoc]astes
Une meilleure compréhension de la différenciation de l’ostéoclaste a émergé suite à
une série d’expériences qui ont démontré que la coculture de cellules provenant de
moelle osseuse ou de rate de souris avec des cellules stromales, notamment des
ostéoblastes primaires, permettait l’obtention d’ostéoclastes matures et capables de
résorber la matrice osseuse (Takahashi et al., 1988). Un contact étroit entre les
cellules stromales et les précurseurs hématopoïétiques des ostéoclastes est essentiel à
l’ostéoclastogenèse, suggérant que des facteurs produits par les cellules stromales
stimulent ce processus. 11 est maintenant connu que les ostéoblastes sont responsables
de la production de deux facteurs qui sont à la fois nécessaires et suffisants à
l’ostéoclastogenèse, le facteur RANKL de la superfamille des TNF, et le facteur de
croissance des macrophages M-CSF (Yasuda et al., 1998; Lacey et al., 199$).
Ensemble, le M-CSF et RANKL sont requis pour induire l’expression de gènes
spécifiques aux ostéoclastes comme ceux qui codent pour la phosphatase acide
tartrate-résistante (TRAP), la protéase cathepsine K (CATK), le récepteur à la
calcitonine (CTR) et les sous-unités Œ et f33 des intégrines (Lacey et al., 199$).
J’aborderai dans les deux sections suivantes les effets de ces deux facteurs sur les
précurseurs des ostéoclastes et sur les ostéoclastes matures. Une troisième section
survolera le rôle joué par d’autres facteurs comme le TNFx, l’interféron gamma
(INPy) et une nouvelle classe de récepteurs «immunoglobuline-like» associés aux
protéines à domaine ifAM FcRy et Dapl2.
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Figure 1-8. Facteurs impliqués dans la différenciation et l’activation des ostéoclastes.
Les cellules impliquées dans la production de certains de ces facteurs sont également représentées
(Quinn and Gillespie, 2005).
1.2.1.1. M-CSF
Le facteur de croissance des macrophages (M-CSF ou CSF1) est produit par les
ostéoblastes et les cellules stromales de la moelle osseuse à la fois sous une forme
soluble et transmembranaire. Lorsqu’il agit seul, le M-CSF est un facteur essentiel à
la prolifération, à la différenciation et à la survie des macrophages (Cecchini et al.,
1994)(Figure 1-8). Par contre, en combinaison avec RANKL, l’une ou l’autre des
deux formes de M-CSF peut induire l’ostéoclastogenèse sur des précurseurs
monocytaires (Yao et al., 2002). Le rôle essentiel joué par le M-CSF dans
l’ostéoclastogenèse fut établi par l’étude de la souris ostéopétrotique opiop qui
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présente une mutation inactivant le gène codant pour ce facteur. Ces souris, en plus
de présenter une réduction du nombre de macrophages tissulaire, n’ont pas
d’ostéoclastes matures et ne répondent pas à la greffe de moelle osseuse, indiquant un
défaut qui n’est pas autonome aux cellules ostéoclastiques (Yoshida et al., 1990).
Curieusement, les lésions ostéopétrotiques des souris opiop disparaissent
spontanément avec l’âge. Cette rémission reflète une compensation progressive par
d’autres cytokines de la même famille, probablement GM-CSF, VEGF ou F1t3L
(Niida et al., 1999; Myint et al., 1999). En effet, d’autres récepteurs à tyrosine kinase,
incluant c-kit, c-met et flt3 de la même famille que c-fms, le récepteur du M-CSF,
sont présents à la surface des préostéoclastes et peuvent induire des voies de
signalisation similaires (Gattei et al., 1996; Grano et al., 1996; Lean et al., 2001).
Bien que ces facteurs et ces récepteurs puissent se substituer au couple M-CSF/c-fms,
on retiendra que seule l’ablation de l’un de ces deux derniers gènes à un effet marqué
sur l’ostéoclastogenèse in vivo chez la souris, indiquant le rôle unique joué par le M
CSF dans ce processus.
Le M-CSF agit sur les préostéoclastes en stimulant leur prolifération et leur survie.
Cette cytoldne agit également sur l’activité des ostéoclastes matures en stimulant la
motilité, l’étalement (« spreading ») et l’organisation du cytosquelette (Insogna et al.,
1997). Ces évènements requièrent l’association du protooncogène c-src et de la
phosphatidylinositol-3 kinase (P13 kinase) avec c-fms (Insogna et al., 1997; Grey et
al., 2000). Conséquemment, l’ablation des gènes codant pour c-src ou c-fms conduit
également à un phénotype ostéopétrotique (Soriano et al., 1991; Dai et al., 2002). Le
récepteur c-fms possède une activité tyrosine kinase qui permet son
autophosphorylation, une prémisse essentielle au recrutement d’effecteurs
intracellulaires. En fait, l’étude de la signalisation en aval de c-fms a été relativement
délaissée depuis quelques années suite à la découverte du récepteur RANK qui a
monopolisé les travaux portant sur les voies de signalisation dans les ostéoclastes.
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Comme mentionné plus haut, la phosphorylation de certains résidus tyrosine de la
région cytoplasmique de c-fms est essentielle à la transmission du signal induit par la
liaison de c-fms au M-CSF. On sait que la phosphorylation de la tyrosine 559 de la
queue cytoplasmique de c-fms permet le recrutement de membres de la famille des
kinase Src qui activent les signaux impliqués à la fois dans la différenciation et dans
l’activation des ostéoclastes. Par contre la phosphorylation de la tyrosine $07 de c
fms est requise uniquement pour la différenciation (Feng et al., 2002). Fait
intéressant, la protéine adaptatrice liant ce résidu phosphorylé est toujours inconnue.
Des évènements de signalisation en aval du récepteur dépendent également de c-Cbl
et de y30Cas qui activent respectivement la signalisation nucléaire et une interaction
avec la signalisation démarrée par l’intégrine (Xv133 (Nakamura et al., 2003). 130Cas
est impliqué dans des complexes reliés au remaniement du cytosquelette d’actine et
pourrait donc être impliqué dans la migration et l’étalement de l’ostéoclaste induite
par le M-CSF (Nakamura et al., 199$). c-Cbl est requis pour l’activation de la P13
kinase par c-fms et la signalisation en aval impliquerait certaines des kinases
mitogéniques (MAPK) et la voie AKT qui serait responsable de l’effet anti
apoptotique du M-CSF (Husson et al., 1997). c-cbl joue également un rôle négatif sur
le récepteur c-fms en induisant son ubiquitination, son intemalisation et sa
dégradation (Mancini et al., 2002).
Au niveau transcriptionnel, on sait que le récepteur c-fms peut induire la transcription
du gène codant pour Fos, ce qui est également le cas pour RANK. L’importance de ce
facteur de transcription dans la différenciation des ostéoclastes fut encore une fois
démontrée par des expériences d’ablation génique chez la souris. Les souris Fos’
développent une ostéopétrose très sévère caractérisée par une absence complète
d’ostéoclastes (Grigoriadis et al., 1994). En accord avec l’effet prolifératif du M-CSF,
l’activation de c-fms serait également impliquée dans l’entrée dans le cycle cellulaire
et la progression en phase Gi (Roussel, 1997). Finalement, l’un des effets majeurs du
M-CSF sur les préostéoclastes est sa capacité à induire directement l’expression de
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RANK à la surface de ces cellules, potentialisant ainsi l’effet ostéoclastogénique de
RANKL (Arai et al., 1999).
1.2.1.2. RANKL
Le ligand du récepteur activateur de NFiB (RANKL) est un facteur critique à
plusieurs stades de l’ostéoclastogenèse (Kong et al., 1999; Lacey et al., 1998).
L’ablation génique chez la souris de RANKL ou de son récepteur RANK conduit
invariablement à un phénotype ostéopétrotique accompagné d’une absence complète
d’ostéoclaste (Kong et al., 1999). RANKL joue de multiples rôles à différentes étapes
de l’ostéoclastogenèse incluant l’induction de l’expression de gènes spécifiques aux
ostéoclastes, la fusion des précurseurs afin de former des polykarions, la survie des
ostéoclastes matures et l’activité résorptive de ces derniers. Ces multiples rôles
résultent en fait de l’activation de plusieurs voies de signalisation par RANK. Comme
il s’agit d’un des sujets importants abordés dans cette thèse, le système
RANKIRANKLIOPG et la signalisation moléculaire démarrée par RANK seront
abordés plus en détails dans la section 1.2.2.
1.2.1.3. TNFŒ, interféron gamma et beta, récepteurs immunoglobuline-like et
autres facteurs
Bien que le M-CSF et RANKL soient les deux facteurs clés de la différenciation des
ostéoclastes, d’autres facteurs peuvent moduler de façon positive ou négative ce
processus, aussi bien dans des conditions normales que dans certaines conditions
pathologiques (voir figure 1.8, p. 21). Comme c’est le cas pour RANKL et M-CSf,
certains de ces facteurs sont produits par les ostéoblastes. D’autres, par contre, sont
sécrétés par des cellules immunitaires comme les macrophages et les cellules T,
souvent dans un contexte pathologique d’inflammation. L’étude de ce nouveau lien
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entre le système immunitaire et l’ostéoclastogenèse s’appelle ostéoimmunologie
(Takayanagi, 2005). J’aborderai dans cette section l’effet de certains de ces facteurs,
notamment le rôle très intéressant d’une nouvelle classe de
récepteurs «immunoglobuline-like » associés aux protéines à domaine ifAM.
Comme RANKL, le facteur TNFŒ (Tumor necrosis factor alpha) est un membre de la
superfamille des facteurs TNF. Le récepteur du TNFŒ (TNFxR) est présent à la
surface des ostéoclastes et de leurs précurseurs, et peut activer certaines des voies de
signalisation normalement activées par RANK, incluant la voie NFicB (Azuma et al.,
2000). In vitro le TNFx peut stimuler l’ostéoclastogenèse en présence ou en absence
de RANKL, suggérant que ce facteur pourrait avoir un impact sur ce processus in
vivo (Lam et al., 2000). En fait, on croit que l’effet du TNFŒ sur les ostéoclastes
serait plus important dans certaines maladies inflammatoires comme l’arthrite
rhumatoïde où il a été démontré que le TNFo était produit en grande quantité au site
d’inflammation (Fujikawa et al., 2001). Dans l’arthrite rhumatoïde on observe une
destruction de l’os qui est causée par un recrutement et un formation aberrante
«ostéoclastes aux sites d’inflammation. Les cellules immunitaires présentent dans les
articulations touchées, principalement des cellules T activées produisant du RANKL
et des macrophages sécrétant du TNFc. et de l’interleukine-l (IL-1), seraient
responsables de cette ostéoclastogenèse anormale (Feldmann, 2001). Il a été
démontré que l’IL-l peut également se substituer au RANKL ou à tout le moins
potentialiser son action en activant certaines voies de signalisation dont celles des
MAP kinases Erk et de la P13 kinase (Lee et al., 2002c). Les effets similaires sur
l’ostéoclastogenèse qu’ont RANKL, l’IL-l, le TNFŒ et CD4O, un autre membre de la
superfamille de TNF, sont en fait le résultat d’une signalisation intracellulaire
partagée par leur récepteur respectif. Ces récepteurs ne possèdent pas d’activité
kinase intrinsèque et doivent donc recruter des protéines adaptatrices afin d’activer
des kinases intracellulaires. IL-1R par exemple, fait appel aux kinases WAK (IL-1R—
associated kinase) qui participent ensuite à l’activation des TRAF (Li et al., 2005). La
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protéine adaptatrice TNF receptor associated factor 6 (TRAF6) joue un rôle
prépondérant dans l’activation des voies en aval des récepteurs RANK, IL-1R,
TNFoR et CD4O. L’inactivation du gène codant pour TRAF6 chez la souris résulte
en un phénotype ostéopétrotique et une signalisation inefficace des récepteurs
mentionnés plus haut (Lomaga et al., 1999). Si tous ces récepteurs de la superfamille
TNF peuvent activer les mêmes voies de signalisation et supporter
l’ostéoclastogenèse in vitro, on peut se demander pourquoi l’ablation des gènes
codant pour RANK ou RANKL suffit à causer l’ostéopétrose chez la souris?
Pourquoi l’absence de signalisation par RANK n’est-elle pas compensée par un autre
récepteur, conie TNFŒR? Une étude récente répond en partie à cette question en
démontrant que la signalisation intracellulaire initiée par RANK est beaucoup plus
forte que celle initiée par CD4O, notamment par un recrutement plus important de
TRAF6. L’ostéoclastogenèse nécessite donc un niveau seuil d’activation de TRAF6
que seul RANK est capable de fournir dans des conditions physiologiques normales
(Gohda et al., 2005).
Un autre membre de la superfamille des TNF, TRAIL, agit plutôt de façon négative
sur les précurseurs des ostéoclastes et donc, sur l’ostéoclastogenèse. Dans ce cas
TRAIL, en se liant à son récepteur, TRAIt-R, à la surface des préostéoclastes,
entrainerait un blocage de l’activité de la voie p38 MAPK, normalement activée par
RANK (voir section 1.2.2.2.2.2.). Il est intéressant de noter que TRAIL n’as pas
d’effet marqué sur l’activation de la voie NFKB par RANK, ce qui suggère que la
différenciation des ostéoclastes n’est pas stimulée uniquement par cette voie de
signalisation, mais requiert également l’activation des MAPK Erk, Jnk ou p38 (Zauli
et al., 2004).
Plusieurs autres cytokines ont des effets négatifs sur l’ostéoclastogenèse induite par
RANKL en interférant avec les voies de signalisation activées par RANK. Parmi
celles-ci on retrouve les interférons gamma et beta (WN-7 et WN-3). Il a été montré
que l’WN-’y, produit par certaines cellules T, pouvait avoir un effet négatif sur
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l’ostéoclastogenèse induite par RANKL. Cet effet se produirait via un mécanisme de
signalisation croisée (cross-talk) entre les voies de signalisation activées par WNGR
(INF-’y receptor), le récepteur de l’WN-y, et celles activées par RANK. WNGR active
une voie dépendant des Janus kinases Stati qui conduit à la dégradation rapide de
TRAF6 ce qui explique l’inhibition de l’effet de RANKL par l’WN-y (Takayanagi et
al., 2000). L’interleuldne-4 (IL-4), une autre cytokine sécrétée par les cellules T et un
inhibiteur de la maturation des macrophages et des ostéoclastes in vitro, a un effet
très similaire sur les précurseurs des ostéoclastes en provoquant également la
dégradation de TRAF6 (Mirosavijevic et al., 2003).
Récemment, un groupe de chercheurs a pu mettre en évidence l’existence d’une
boucle de régulation autocrine dans les ostéoclastes impliquant l’WN-3. RANKL, via
son récepteur RANK, induit l’expression de Fos, un facteur de transcription essentiel
à la différenciation des ostéoclastes (voir section 1.2.2.2.2.2.). Le gène codant pour
1’WN-13 est transcrit de façon Fos dépendante suite à la stimulation des ostéoclastes
par RANKL. L’WN-13 ainsi produit est sécrété par l’ostéoclaste lui-même afin d’aller
lier son récepteur, WNAR (INF-Œ receptor), de façon autocrine à la surface de
l’ostéoclaste. L’activation du récepteur IFNAR provoque l’activation d’une cascade
de signalisation dépendant de Statl, Stat2 et d’IRF-9 qui culmine par la dégradation
protéique de Fos (Takayanagi et al., 2002b). Ce mécanisme permettrait de contrôler
l’homéostasie osseuse en empêchant une réponse soutenue et incontrôlée au RANKL.
En plus de leur effet négatif direct sur la signalisation induite par RANK, l’WN-’y et
l’WN-13, ont probablement des effets plus complexes sur les ostéoclastes. Ces
cytoldnes ont en effet la capacité de stimuler la transcription de gènes codant pour de
nombreuses cytoldnes qui pourraient avoir d’autres effets sur l’ostéoclaste.
J’ai déjà mentionné à plusieurs reprises dans ce chapitre que I’ostéoclastogenèse
peut-être reproduite in vitro en présence de deux facteurs essentiels et suffisant,
RANKL et M-CSF. Bien que largement accepté depuis plusieurs années, ce
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paradigme est remis en question par des observations récentes. Plusieurs chercheurs
on d’abord noté qu’il est très difficile d’obtenir des ostéoclastes à partir de population
de préostéoclastes humains purifiés (CD14+) en ajoutant uniquement du RANKL et
du M-CSF. En fait, il apparaît que, plus les conditions sont contrôlées, moins
l’ostéoclastogenèse in vitro est efficace. De plus, la présence de sérum dans le milieu
apparaît essentielle au succès de ces cultures, suggérant que le sérum contient des
facteurs supplémentaires requis pour la différenciation (Susa et al., 2004). Ces
résultats, bien que variables d’un laboratoire à l’autre, suggèrent fortement que
l’ostéoclastogenèse requière au moins une troisième voie d’activation afin d’avoir
lieu. Il est fort probable que cette troisième voie est activée par au moins un facteur
présent à la surface de l’ostéoblaste ou d’une autre cellule stromale du
microenvironnement osseux. Publiées au cours des trois dernières années, une série
d’études élégantes tend à démontrer qu’un groupe de récepteurs «immunoglobuline
like» associés à des protéines à domaine ifAM serait impliqué dans l’activation de
cette troisième voie.
Les protéines à domaine JTAM sont des protéines adaptatrices membranaires
impliquées dans la transduction de signaux à partir de récepteurs «immunoglobuline
like » présents à la surface des cellules de la lignée myéloïde, incluant les monocytes,
les granulocytes et les macrophages, mais également à la surface des cellules NK
(natural ldller) (Takai, 2002). Les ligands de ces différents immunorécepteurs sont
très variables et inclus l’ADN double brin, les glycoprotéines, certains composants
bactériens comme les lipopolysaccharides, et d’autres immunorécepteurs (Cerwenka
and Lanier, 2001). Les ostéoclastes dérivent de précurseurs de la lignée myéloïde et
expriment nombre d’inmiunorécepteurs de ce type. L’implication de ces récepteurs
dans la différenciation des ostéoclastes a d’abord été suggérée par le phénotype
ostéopétrotique observé chez la souris déficiente en DAP12 (DNAX-activating
protein). DAP12 est une protéine transmembranaire à domaine ITAM qui active la
relâche de calcium dans les cellules immunitaires. L’ostéoclastogenèse des
précurseurs DAP]Z’ est déficiente in vitro en présence de RANKL et de M-CSF
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(Kaifu et al., 2003), cependant elle est tout à fait fonctionnelle en coculture en
présence d’ostéoblastes. De plus, le phénotype ostéopétrotique de cette souris est
subtil et le nombre d’ostéoclastes est normal in vivo, suggérant une compensation de
la perte de DAP12 par un deuxième signal présenté par les ostéoblastes (Koga et al.,
2004).
Cette nouvelle voie de signalisation s’avérait complexe, mais les études menées par la
suite ont permis de suggérer un modèle relativement clair (Figure 1.9). D’ abord deux
paires de corécepteurs de type immunoglobuline-like seraient impliquées dans
l’activation de cette voie: OSCAR!PW-A et TREM-12/SIRPf31 (Takayanagi, 2005).
Les ligands naturels de ces récepteurs n’ont pas encore été identifiés, cependant des
indices expérimentaux suggèrent que le ligand de OSCARJPIR-A est exclusivement
exprimé par les ostéoblastes alors que le ligand de TREM- Ï 2/SIRPf3 1 est exprimé par
les préostéoclastes eux-mêmes. Quoiqu’il en soit, la stimulation de ces récepteurs
avec un anticorps spécifique accélère l’ostéocÏastogenèse en réponse au RANKL,
indiquant l’importance de ces récepteurs dans ce processus. Cependant, en absence de
RANKL, la stimulation de ces récepteurs ne suffit pas seule à induire la
différenciation, suggérant que les signaux enclenchés par ces récepteurs agissent de
façon coopérative avec ceux activés par RANKL, mais qu’ils ne peuvent s’y
substituer. La transduction du signal à partir de chacun de ces récepteurs implique
leur association avec une protéine à domaine frAïvI spécifique pour chacun des deux
récepteurs. DAP12 s’associerait à TREM-12/SRPf31, alors que FcRy s’associerait à
OSCARIPIR-A. Le rôle essentiel joué par ces deux protéines à domaine ifAM dans
l’ostéoclastogenèse est démontré par le phénotype de la souris double mutante
DAP12FcR*. Ces souris présentent une ostéopétrose très sévère et une absence
d’ostéoclastes in vivo et in vitro, que ce soit en coculture avec des ostéoblastes ou
avec l’ajout de RANKL et de M-CSF (Mocsai et al., 2004; Koga et al., 2004). Le
défaut de différenciation de ces cellules peut cependant être corrigé par le transfert
rétroviral d’un gène DAPÏ2 normal, indiquant que DAPÏ2 peut se substituer à FcR7.
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figure 1-9. Coopération entre les signaux induits par RANKL et les protéines à domaine ITAM
afin d’induire la différenciation des ostéoclastes.
La phosphorylation des ITAM stimulée par RANK favorise le recrutement de la kinase Syk,
provoquant l’activation de la phospholipase C y (PLCy) et la relfiche de calcium (Ca2j. La
signalisation par le calcium est critique pour l’induction de NFATcI. Des signaux activés par RANKL
et faisant intervenir TRAF6 et Fos sont aussi importants afin d’activer la transcription de NFATc I. Les
immunorécepteurs associés avec FcRy sont activés exclusivement par des ligands présents à la surface
des ostéoblastes, alors que ceux associés avec DAPI2 sont activés par des ligands exprimés à la
surface des ostéoclastes eux-mêmes (et possiblement par des ligands présents sur les ostéoblastes)
(Takayanagi et al. 2005).
La cascade de signalisation initiée par DAP12 et FcR’y implique le recrutement et
l’activation de la tyrosine kinase Syk qui phosphoryle et active par la suite la
phospholipase C gamma (PLCy). La PLCy est une enzyme clef de la voie du calcium,
puisque c’est elle qui génère l’inositol l,4,5-triphosphate (W3). L’1P3 en se liant à son
récepteur (IP3R) localisé à la membrane du réticulum endoplasmique induit la
relâche d’ion Ca2 dans le cytoplasme. La concentration accrue de calcium
cytoplasmique est responsable de l’activation de la protéine phosphatase calcineurine.
Cette dernière a notamment pour cible NFATc1 qu’elle déphosphoryle à plusieurs
sites, permettant ainsi l’exposition du signal de localisation nucléaire de NFATcI et
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sa translocation au noyau (Figure 1.9). Cette activation de NFATc1 par les signaux
concertés des récepteurs «immunoglobuline-like» et de RANK est probablement
l’un des évènements les plus importants de la différenciation des ostéoclastes. Le rôle
clef de ce facteur de transcription dans l’ostéoclastogenèse sera abordé plus en détail
dans la section 1.2.2.2.2.3.
Nous venons de voir que de nombreux récepteurs et ligands peuvent influencer la
différenciation et la survie des ostéoclastes. Il est plus que probable que beaucoup
d’autres restent encore à être découverts. Il est possible également que des facteurs
déjà connus pour leurs implications dans l’activité d’autres types cellulaires soient
également impliqués dans l’ostéoclastogenèse. Par exemple, un article récent suggère
que les récepteurs cannabinoïdes CB1 et CB2 contrôlent la survie et l’activité des
ostéoclastes (Idris et al., 2005). L’inactivation du gène CB 1 chez la souris cause une
augmentation de la masse osseuse et, in vitro, des antagonistes des récepteurs CB 1 et
CB2 inhibent l’ostéoclastogenèse et induisent l’apoptose des ostéoclastes
différenciés. Ces résultats suggèrent qu’il est possible d’influencer la résorption
osseuse par d’autres composés, dans ce cas des antagonistes du système
endocannabinergique, ce qui ouvre la porte au développement de nouveaux
traitements contre l’ostéoporose.
Nous avons également vu dans cette section qu’une troisième voie de signalisation
impliquant les protéines à domaine 1TAM FcRy et DAP12 est requise pour
l’ostéoclastogenèse in vivo. Cependant, les résultats démontrant cette implication sont
récents et d’autres expériences restent à faire afin d’identifier notamment les ligands
des récepteurs OSCARIPW-A et TREM-12/SIRPf31 et leur mode précis d’activation.
RANKL a été identifié en tant que facteur essentiel de la différenciation des
ostéoclastes il y a de cela plusieurs années. Depuis, de nombreuses études ont porté
sur les voies de signalisation activées par son récepteur, RANK, et sur l’effet
biologique de RANKL. Comme il s’agit d’un sujet important de cette thèse, les
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prochaines sections traiteront plus en détails du système RANKIRANKL/OPG et de
la signalisation moléculaire en aval du récepteur RANK.
1.2.1.4. Fusion
Une étape importante de la différenciation terminale des ostéoclastes est la fusion des
préostéoclastes afin de former l’ostéocÏaste mature et multinucléé. La fusion est un
des mécanismes moléculaires les moins bien connus de l’ostéoclastogenèse. D’après
quelques publications, plus ou moins récentes, la fusion des préostéoclastes serait un
mécanisme apparenté à celui qui permet de générer à partir de macrophages
mononucléés des cellules géantes multinucléées. Des récepteurs et des ligands
présents à la surface des préostéoclastes et des monocytes ont été impliqués dans ces
deux mécanismes. Notamment, il a été montré à l’aide d’anti-corps bloquant la E
Cadherine que cette protéine était requise pour la fusion des ostéoclastes (Mbalaviele
et al., 1995). li a été montré également que le récepteur DC-STAMP (dendritic celI
specific transmembrane protein) à sept domaines transmembranaires était requis pour
la fusion des ostéoclastes in vivo (Yagi et al., 2005). Finalement, la fusion serait
également contrôlée au niveau transcriptionnel, puisque les souris homozygotes pour
un allèle semidominant de Mitf (Mitf”/Mitf”), un facteur de transcription leucine
zipper-bHLH, présentent des ostéoclastes différenciés, mais mononucléés (Thesingh
and Scherft, 1985) (voir aussi section 1.2.2.2.2.2.).
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1.2.2. Le système RANKLIRANK/OPG
Les ostéoclastes se différencient à partir d’un précurseur commun aux monocytes et
aux macrophages. Par contre, le ou les signaux requis pour l’ostéoclastogenèse,
étaient inconnus il y a seulement quelques années encore. Des progrès dans
l’identification de ces signaux ont été faits lorsque des chercheurs ont pu reproduire
l’ostéoclastogenèse in vitro dans des systèmes de culture cellulaire combinant des
ostéoblastes et des monocytes. Une étape majeure dans la compréhension de ce
processus a été franchie lors de l’identification de RANKL en tant que facteur clef
dans la différenciation de l’ostéoclaste. Des découvertes successives ont permis de
découvrir que ce facteur faisait partie d’un axe de régulation paracrine qui inclut trois
composants moléculaires: un ligand, RANKL, un récepteur, RANK, et un récepteur
sécrété et inhibiteur, ostéoprotégérine (OPG).
1.2.2.1. Fonction et composants
Les composants de l’axe RANKL/RANK/OPG font tous partie de la superfamille des
récepteurs et des ligands apparentés aux TNF (TNFSF et TNFRSF). Chez la souris
RANKL, RANK et OPG sont codés respectivement par les gènes Tnfsf]], Tizfrsf]]a
et Tnfrsf]]b. La fonction principale de ce système chez les mammifères est d’induire
la différenciation des ostéoclastes (Figure 1.10). Cependant, RANK, RANKL et OPG
sont également impliqués dans l’organogenèse des ganglions lymphatiques, dans la
survie des cellules dendritiques, la différenciation des lymphocytes et dans le
développement des glandes mammaires (Theill et al., 2002; Takahashi et al., 1999).
Je n’aborderai pas ces fonctions ici, puisqu’elles dépassent le cadre de cette thèse. De
plus, l’étude du système RANKL/RANK/OPG s’est faite principalement dans le
contexte de l’ostéoclastogenèse.
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Figure 1-10. Mécanismes d’action des différents composants de l’axe RANKL/RANKJOPG.
Les facteurs pro-résorption et calcitrophiques agissent sur les ostéoblastes en induisant la production
de RANKL ta). Dans certaines conditions RANKL peut aussi être produit par des lymphocytes T
activés et des Obroblastes synoviaux activés. RANKL favorise la diftrcnciation, la survie et l’activité
des ostéoclastes et des cellules dendritiques. L’ostéoprotégérine (OPG) est induite par les facteurs
anaboliques et anti-résorption (b). L’OPG se lie au RANKL qu’elle neutralise, provoquant un blocage
dans Fostéoclastogenèse et une réduction clans la survie et l’activité des ostéoclastes déjà différenciés
(Boyle et al., 2003).
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RANKL (aussi connu sous le nom de OPGL, ODF et TRANCE) est principalement
exprimé sous la forme d’une protéine transmembranaire de type II à la surface des
cellules stromales de la moelle osseuse, incluant les ostéoblastes (Lacey et al., 1998;
Wong et al., 1997). La nature membranaire de RANKL explique en grande partie
pourquoi les précurseurs ostéoclastiques requièrent un contact cellule-cellule avec les
ostéoblastes afin de se différencier. La forme membranaire de RANKL peut
également être relâchée dans le milieu extracellulaire suite à une protéolyse
spécifique. La forme de RANKL ainsi produite est appelé RANKL soluble
(sRANKL). La perte d’expression de RANKL (Tnfsf]i’) chez la souris cause un
phénotype ostéopétrotique accompagné d’une absence d’ostéoclastes (Kong et al.,
1999). Plusieurs facteurs et hormones cataboliques qui stimulent la résorption in vivo
agissent en fait en stimulant l’expression de RANKL par les ostéoblastes. C’est le cas
notamment de la 1,25(OH)2 vitamine D3, de l’hormone parathyroïdienne (PTH), de la
prostaglandine E2, de l’IL-l et —6 et du TNFo (Hofbauer et al., 2000) (TheilI et al.,
2002).
RANKL agit sur les précurseurs des ostéoclastes en se liant à son récepteur, RANK.
RANK est un récepteur transmembranaire exprimé par les précurseurs
hématopoïétiques des ostéoclastes. La signalisation intracellulaire en aval du
récepteur RANK est en grande partie responsable de la différenciation et de l’activité
des ostéoclastes. En effet, les souris déficientes en RANK (Tnfrsfl]aj sont une
phénocopie des souris déficientes en RANKL (TnfsflT’) et ostéopétrotiques,
indiquant le rôle prépondérant de ce couple ligand-récepteur dans le remodelage
osseux (Li et al., 2000).
L’ostéoprotégérine (OPG, aussi connu sous le nom d’OCW) est la troisième molécule
impliquée dans cet axe. En fait, c’est l’identification d’OPG en tant qu’inhibiteur de
l’ostéoclastogenèse qui a mené à la découverte du système RANKL[RANK/OPG
(Simonet et al., 1997). OPG est une protéine soluble sécrétée par les ostéoblastes qui
inhibe la formation des ostéoclastes in vitro et la résorption osseuse in vivo. OPG est
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en fait un récepteur non-membranaire de la superfamille TNFR qui contrôle la densité
et la masse osseuse chez les mammifères (Yasuda et al., 199$). L’administration
intraveineuse d’OPG à des modèles animaux peut également réduire de façon
importante la résorption osseuse dans des conditions pathologiques comme
l’ostéoporose (Morony et al., 1999). La seule fonction connue d’OPG est de lier
RANKL, empêchant ainsi la liaison de RANKL à son récepteur RANK. Les motifs
TNFR d’OPG sont essentiels à sa liaison avec RANKL (Lacey et al., 1998; Yasuda et
al., 199$). La surexpression d’OPG dans des souris transgéniques inhibe la
production d’ostéoclastes et résulte en un phénotype ostéopétrotique. Inversement,
l’ablation du gène Tnfrsf]la qui code pour OPG chez la souris, provoque un
remodelage osseux accéléré, une perte de masse osseuse et l’ostéoporose (Lacey et
al., 1998; Yasuda et al., 1998). Comme c’est le cas pour RANKL, l’expression
d’OPG par les ostéoblastes est strictement contrôlée. Dans ce cas, ce sont des facteurs
anaboliques ou anti-résorption qui favorisent l’expression d’OPG. Parmi ceux-ci, on
retrouve l’oestrogène, les BMP 2 et 4, le TGFf3, l’IL-17, le PDGF, le calcium et
certaines protéines Wnt (Glass et al., 2005; Schoppet et al., 2002).
L’importance du système RANKL[RANK/OPG chez l’humain a été démontrée par
l’identification de mutations dans les gènes codant pour RANK et OPG. Ces
mutations sont associées à deux conditions pathologiques héréditaires, la maladie de
Paget et l’ostéolyse familiale.
L’ostéolyse familiale est une maladie héréditaire dominante caractérisée par une perte
rapide de masse osseuse. On a pu montrer qu’une duplication en tandem d’une région
de 1$ paires de bases (ph) dans l’exon 1 du gène TNfRSFJJA, qui code pour le
peptide signal de RANK, était responsable de ce syndrome chez au moins trois
familles différentes (Hughes et al., 2000). Une mutation similaire correspondant à une
duplication en tandem de 27 pb dans la région codant pour le peptide signal de
RANK a été identifiée comme étant responsable d’un type de la maladie de Paget très
sévère (Haslam et al., 1998). Ces deux mutations ont pour effet d’empêcher le clivage
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du peptide signal de RANK ce qui réduit la quantité de RANK qui parvient à la
membrane et séquestre le récepteur dans le compartiment intracellulaire. Ce défaut
semble provoquer une activation constitutive de RANK indépendante de son ligand,
puisque l’activité de NficB est augmentée dans des cellules transfectées avec ces
mutants de RANK (Hughes et al., 2000). Ces mutations peuvent donc être
considérées comme des mutations gain de fonction.
La délétion du gène TNFRSFJJB qui code pour OPG chez certains familles Navajo a
été identifiée comme étant responsable d’une forme récessive et juvénile de la
maladie de Paget (Whyte et al., 2002; Hofbauer and Schoppet, 2002; Janssens et al.,
2005). Chez ces patients, les niveaux d’OPG sont indétectables, alors que les niveaux
de RANKL libre et donc actif sont augmentés de façon importante. Dans ce cas,
l’absence d’OPG est responsable de la résorption osseuse incontrôlée caractéristique
de la maladie de Paget. La délétion des trois paires de bases codant pour l’aspartate
182 d’OPG est responsable de la maladie de Paget chez une famille iraquienne
(Cundy et al., 2002). Dans ce cas, OPG est détectée à des niveaux normaux dans le
sérum, mais on pense que la délétion de l’aspartate 182 nuit au repliement correct de
la protéine et à son interaction avec RANKL.
1.2.2.2. Signalisation moléculaire par RANK
Nous venons de voir que l’activation du récepteur RANK par RANKL est essentielle
à la différenciation et à l’activité des ostéoclastes, tant chez la souris que chez
l’humain. Nous avons également vu que l’OPG est un régulateur négatif de ces
processus qui agit en bloquant l’action de RANKL. De nombreuses études publiées
aux cours des cinq dernières années ont permis de mettre en évidence que RANK,
une fois activé suite à sa liaison à RANKL, était responsable de la transduction de
multiples signaux associés à la différenciation, à la survie et à l’activité des
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ostéoclastes. Les prochaines sections aborderont les cascades moléculaires activées
par RANK.
1.2.2.2.1. Activation du récepteur RANK et les facteurs TRAF
L’activation de RANK requiert sa liaison à RANKL, ce qui provoque la trimérisation
du récepteur. En tant que membre de la superfamille des récepteurs TNF (TNFRSF),
RANK est dépourvu d’activité kinase intrinsèque comme c’est le cas, par exemple,
pour le récepteur du M-CSF, c-fms. Tout comme les autres récepteurs TNFRSF,
l’activation de cascades de signalisation par RANK requiert l’une ou l’autre des
protéines adaptatrices TRAF (TNF receptor-associated factor). In vitro et dans des
cellules transfectées, TRAF 1, 2, 3, 5 et 6 peuvent se lier au domaine cytoplasmique
de RANK (Galibert et al., 1998; Kim et ai., 1999). Par contre, parmi tous ces TRAF,
TRAF6 semble jouer un rôle critique, puisque la délétion du gène Traf6 chez la souris
réduit la différenciation et l’activation des ostéoclastes in vivo, causant un phénotype
ostéopétrotique (Naito et al., 1999; Lomaga et aL, 1999). De plus, une autre étude a
montré que la région de liaison à TRAF6 sur le récepteur RANK était essentielle à
l’activation de l’activité résorptive par RANKL dans les ostéoclastes (Armstrong et
aL, 2002). Une étude récente suggère cependant que TRAF2 serait aussi important
pour l’ostéoclastogenèse (Kanazawa and Kudo, 2005). Puisque les souris déficientes
en TRAF2 meurent au cours du développement, les auteurs de cette étude ont fait
appel à un système in vitro d’ostéoclastogenèse utilisant des cellules de foie fétal
comme précurseurs d’ostéoclastes. Leurs résultats suggèrent que TRAF2 est essentiel
pour l’ostéoclastogenèse induite par TNFŒ, mais qu’il n’est pas requis pour la
différenciation induite par RANKL.
Le recrutement de TRAF6 et/ou d’autres TRAF au domaine cytoplasmique de RANK
est responsable en partie de l’activation de plusieurs voies de signalisation incluant
NFKB, les trois voies classiques des MAP kinases (MAPK), la P13 kinase et AKT et
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la relâche de calcium dans le cytoplasme (Song et al., 1997; Lee et al., 2000). fi
apparaît évident, cependant, que d’autres molécules adaptatrices soient impliquées
dans l’activation de ces voies par RANK. Notamment, l’ablation du gène Gab2 chez
la souris provoque un défaut dans la différenciation des ostéoclastes et dans
l’activation de certaines des cascades activées par RANK (Wada et ai, 2005). Cette
étude démontre également que la protéine adaptatrice Gab2 s’associe avec RANK et
qu’elle pourrait donc directement participer à la transduction de signaux à partir de ce
récepteur.
1.2.2.2.2. Signalisation en aval de RANK
On distingue trois types de réponses cellulaires induites par RANKL: la
différenciation en ostéoclaste, la survie cellulaire et la stimulation de la résorption.
Ces effets peuvent se manifester chez les préostéoclastes (différenciation et survie) et
chez les ostéocÏastes matures (survie et résorption). Les réponses cellulaires au
RANKL diffèrent donc selon le stade de différenciation des ostéoclastes. Ces diverses
réponses au RANKL indiquent également que des voies de signalisation distinctes
provoquent chacune de ces réponses (Figure 1.1 1). Cette section abordera en détail
chacune de ces voies de signalisation, mais d’abord il m’apparaît important de définir
précisément les réponses cellulaires au RANKL et quelles voies de signalisation sont
responsables de chacune de ces réponses.
RANKL stimule la différenciation des préostéoclastes en ostéoclastes, ce qui se
manifeste principalement par une induction de la transcription de gènes spécifiques
aux ostéoclastes. Ces gènes sont impliqués pour la plupart dans la fonction de
résorption des ostéoclastes matures et codent pour la phosphatase acide tartrate
résistante (Trap), la protéase cathepsine K (CtsK), le récepteur à la calcitonine (CtR)
et les sous-unités O et F33 des intégrines (Intav et Intb3) (Lacey et al., 1998). D’autres
gènes induits par RANKL codent plutôt pour des facteurs de transcription, eux-
39
mêmes impliqués dans l’induction des gènes susmentionnés. Les gènes codant pour
les facteurs de transcription c-myc, NFATc1, Fos et Fra-1 font partie de ce groupe
(Battaglino et al., 2002; Takayanagi et aL, 2002a; Grigoriadis et al., 1994; Matsuo et
aL, 2000). Les cascades de signalisation des MAPK ERKÏ/2, JNK1 et p38,
l’activation de NFATc1 et la voie de NFiB seraient responsables de la réponse de
différenciation induite par RANK.
In vitro RANKL favorise la survie des préostéoclastes et des ostéoclastes matures
(Wong et aL, 1999). Cet effet sur la survie découlerait en fait d’une activation par
RANK de cascades anti-apoptotiques. Les voies de signalisation impliquant NFKB, la
P13 kinase et AKT et les MAPK ERK1/2 seraient responsables dans la réponse anti
apoptotique au RANKL.
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Figure 1-11. Voies de signalisation activées par RANK dans les ostéoclastes et les réponses
cellulaires associées à chacune de ces voies.
(Lee and Kim, 2003)
L’effet pro-résorption de RANKL est probablement la réponse cellulaire induite par
cette cytoldne qui est la moins bien connue. Sur les ostéoclastes matures RANKL
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stimule la réorganisation du cytosquelette d’ actine, la motilité cellulaire et active la
résorption (Lacey et al., 1998). On sait que la molécule adaptatrice TRAF6 est
essentielle pour que RANKL puisse induire des changements dans le cytosquelette
(Armstrong et al., 2002; Lomaga et al., 1999). Lomaga et aï. ont observé que les
ostéoclastes déficients en TRAF6 (Traf6’) étaient incapables de résorber la matrice
osseuse et qu’ils étaient dépourvus de membrane plissée et d’anneau d’actine.
L’implication de TRAF6 dans ces processus suggère que des voies de signalisation en
aval de cette molécule adaptatrice sont responsables de ces effets. Les données
accumulées jusqu’à présent montrent que la résorption est activée en réponse au
RANKL par la P13 kinase, AKT et NFid3.
Les prochaines sections aborderont en détails les voies de signalisation qui sont
activées par RANK suite à la liaison de RANKL. Je tenterai aussi de montrer
comment chacune de ces voies peut être reliée de façon moléculaire aux réponses
cellulaires que je viens d’énumérer.
1.2.2.2.2.1. NFicB
Comme le dénote son nom, «receptor activator of NFiB », RANK est un récepteur
qui possède la capacité d’activer les facteurs de transcription NFKB. Chez les
mammifères il existe cinq membres de la famille «nuclear factor-KB » (NFiB): Rel
(aussi appelé cRel), Re1A (aussi appelé p65), Re1B, p50 (aussi appelé NFiB1) et p52
(aussi appelé NFKB2). Ces deux derniers facteurs sont produits à partir de
précurseurs plus longs, p105 et p100, respectivement. Les membres de la famille
NFiB doivent dimériser afin d’être transcriptionellement actifs. Tous les homo- et
hétérodimères possibles existent in vivo, sauf pour Re1B qui ne peut interagir qu’avec
p50 et p52 (Siebenlist et al., 2005).
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L’activité transcriptionnelle des facteurs NFKB semble être cruciale pour la
différenciation des ostéoclastes in vivo chez la souris. En effet, les souris déficientes
en p50 et p52, deux protéines de la famille NFicB, présentent un blocage de
l’ostéoclastogenèse accompagné d’un phénotype ostéopétrotique sévère (Iotsova et
al., 1997; Franzoso et al., 1997; Jimi et al., 1999).
Les voies d’activation de NFicB ont été étudiées de façon intensive et ont fait l’objet
de nombreuses publications au cours des dernières années. Je me contenterai ici
d’expliquer brièvement les mécanismes généraux qui contrôlent cette voie et, plus
spécifiquement, comment NFKB est activé en aval de RANK. Dans les cellules non
stimulées, les facteurs NFicB sont retenus dans le cytoplasme sous forme d’un
complexe incluant un dimère de protéines NFKB et une protéine inhibitrice de NFicB
(I1CBcL, IicB ou IKBE). L’interaction entre NFid3 et 1KB se produit via les répétitions
ankyrines contenues dans 1KB. Les stimuli qui activent NFKB, incluant RANKL,
induisent l’activation de la kinase d’IicB (IKK), provoquant la phosphorylation,
l’ubiquitination et la dégradation d’IicB par la voie du protéasome. La libération de
NficB permet son entrée dans le noyau, où il peut lier des sites spécifiques sur l’ADN
et activer la transcription de gènes cibles. Dans les ostéoclastes et leurs précurseurs, il
a été démontré que la stimulation de RANK induit la phosphorylation et la
dégradation de IKBa et la translocation au noyau, puis la liaison à l’ADN des
protéines NFKB p50, p52 et p65 (Figure 1-11) (Jimi et al., 1999; Wei et al., 2001;
Abu-Amer et al., 2001).
La kinase IKK est active sous forme d’un complexe incluant deux sous-unités
catalytiques, IKKa et IKKI3, et une sous-unité régulatrice, IKKy (aussi appelée
NEMO). Deux études suggèrent que, parmi les deux sous-unités catalytiques, seule
IKKI3 est essentielle à l’activation de NFKB par RANK. D’abord, un dominant
négatif d’IKKf3 (mutant kinase inactive) empêche la dégradation de 1KB, la
transiocation au noyau et la liaison à l’ADN de NFKB en réponse au RANKL
42
(Yamamoto et aL. 2002). De plus, l’ablation du gène codant pour IKKI3 provoque
l’ostéopétrose chez la souris causée par une réduction du nombre d’ostéoclastes et un
défaut dans l’activation de NFicB. Selon la même étude, les souris déficientes en
IKKŒ présentent une ostéoclastogenèse in vivo et une masse osseuse normale, ce qui
démontre, selon les auteurs, que seul IKKI3 est requis lors de la différenciation en
réponse au RANKL (Ruocco et aL, 2005). Cependant, d’autres études contredisent
partiellement cette conclusion en suggérant que, du moins in vitro dans des cultures
d’ostéoclastes, IKKŒ est requise pour la différenciation. Plutôt que d’être impliquée
dans la dégradation de IicB, comme c’est le cas pour IKKE3, IKKŒ serait importante
pour la maturation du précurseur NFKB2 p100 en facteur mature NFid3 p52
(Chaisson et al., 2004; Senftleben et al., 2001). Ce mécanisme est intéressant
puisqu’il suggère une modulation de la voie de NFicB indépendante de la
phosphorylation et de la dégradation de IicB. Finalement, la sous-unité régulatrice
IKKy/NEMO serait également importante pour l’ostéoclastogenèse, puisque, si son
interaction avec IKKŒ et IKKI3 est bloquée, la phosphorylation de I1CBŒ en réponse
au RANKL, l’ostéoclastogenèse et l’activité de résorption in vivo et in vitro sont
considérablement réduites (Dai et al., 2004).
L’activation de la voie NFiB par RANK requiert la présence de facteurs TRAF
fonctionnels. En effet, des mutants dominants-négatifs de TRAF2, TRAF5 et TRAF6
interfèrent avec l’activation de NFicB par RANK dans des cellules 293 transfectées
(Galibert et al., 1998). Deux autres protéines seraient importantes dans l’activation de
IKK, la MAP kinase kinase kinase TAK1 (TGF[3 inducible kinase) et une molécule
adaptatrice, TAB2. TAK1 et TAB2 sont recrutés dans un complexe par TRAF6 suite
à l’activation de RANK et un dominant négatif de TAK1 inhibe l’activation de IKK
par RANK (Kishida et al., 2005; Lee et al., 2002b; Mizukami et al., 2002).
Le phénotype des souris p50’pSZ’ démontre qu’un certain niveau d’activation de
NFKB est essentiel à la différenciation des ostéoclastes. Les cibles transcriptionnelles
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de NFiB en aval de RANK sont donc probablement des gènes spécifiques aux
ostéoclastes, mais le mécanisme précis par lequel les facteurs NFiB participent à
l’ostéoclastogenèse n’est pas encore bien défini. L’activation de NFKB par RANK
serait également importante pour la survie et l’activation des ostéoclastes matures
(Jïmi et al., 1998; Miyazaki et al., 2000). Une signalisation croisée impliquant la P13
kinase et NFKB serait impliquée dans l’effet anti-apoptotique de NFid3 (Gingery et
al., 2003). fl reste cependant à définir les mécanismes moléculaires par lesquels
NFiB contrôle les processus de survie et d’activation de l’ostéoclaste.
1.2.2.2.2.2. MAP kinases ERK, JNK et p38
L’activation des protéines kinases activées par les mitogènes (MAPK) par RANK est
relativement bien caractérisée. Les MAPK classiques qui incluent ERK, JNK et p38,
sont activées de façon similaire via une cascade de sérine/thréonine kinases qui
s’activent l’une après l’autre dans des évènements coordonnés de phosphorylation en
série. Ce type de cascade inclut normalement une MAPK kinase kinase (MAPKKK),
une MAPK kinase (MAPKK) et une MAPK. Par exemple, dans le cas de la voie des
ERK, la MAPKKK est Raf, la MAPK est MEK1 ou MEK2, et la MAPK est ERK1
ou ERK2 (Figure 1-11). Une fois activées les MAPK vont elles-mêmes phosphoryler
des effecteurs, souvent des facteurs de transcription. La phosphorylation de ces
facteurs modifie leur activité transcriptionnelle, ce qui résulte en une réponse
cellulaire donnée.
Il a été démontré que les MAPK ERK, JNK et p38 sont toutes trois activées par
RANK dans les ostéoclastes et leurs précurseurs (Jimi et al., 1999; Lee et al., 2002a;
Wong et al., 1999; Li et al., 2002b). Ces études montrent notamment que des
inhibiteurs de p38 bloquent l’ostéoclastogenèse. Des préostéoclastes dérivés de souris
JnkT, mais pas de souris Jnk2, montre un potentiel de différenciation réduit en
réponse au RANKL, suggérant que seule JNK1 est requise pour l’ostéoclastogenèse
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(David et al., 2002). Notons, cependant, que les souris JnkT ne présentent pas de
phénotype osseux, suggérant que, in vivo, JNK1 n’est pas essentielle à l’homéostasie
osseuse.
Des préostéoclastes dérivés de souris déficientes en TRAF6 sont incapables d’activer
JNK et p38 en réponse au RANKL, suggérant que TRAF6 joue un rôle critique dans
l’activation de ces MAPK par RANK (Kobayashi et al., 2001). Une étude in vitro sur
des ostéoclastes matures montre que ERK1/2 sont plutôt activés par une voie
dépendant de la P13 kinase suite à la stimulation au RANKL (Gingery et al., 2003).
Concernant les MAPKKK et les MAPKK impliquées dans la réponse au RANKL, il
existe quelques indices obtenus par des expériences in vitro (Figure 1-1 1). D’abord,
MKK7 serait la MAPKK responsable de l’activation de JNK dans les ostéoclastes
puisqu’un dominant-négatif de cette kinase inhibe la phosphorylation de JNK et la
formation d’ostéoclastes en réponse au RANKL dans des cellules RAW 264.7
(Yamamoto et al., 2002). Des expériences similaires, faisant appel à des dominants
négatifs et à des inhibiteurs pharmacologiques, ont montré que MKK6 et MEK1/2
seraient quant à elles les MAPKK de p38 et de ERK, respectivement (Matsumoto et
al., 2000; Kim et al., 2003). Une forme inactive de MEKK1 bloque l’activation de
JNK par TRAF2, suggérant que cette MAPKKK pourrait être impliquée dans la
réponse au RANKL. Raf, la MAPKKK de la voie des ERK, a été impliquée dans
l’activation des ERK en aval de CD4O (voir section 1.2.1.3), un récepteur de la
famille TNFR qui partage certaines caractéristiques avec RANK (Kashiwada et al.,
1998). Finalement, une autre MAPKKK, TAK1, serait aussi impliquée dans
l’activation de JNK en aval de TRAF6 (Lee et al., 2002b).
Des cibles importantes en aval de ERK et de JNK dans les ostéoclastes sont les
facteurs de transcription de la famille AP-1, un dimère formé de protéines de la
famille des facteurs Fos (Fos, FosB, Frai et Fra2) et de la famille des facteurs Jun (c
jun, JunB et JunD). ERK peut induire et activer Fos, tandis que JNK peut augmenter
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l’activité transcriptionnelle de AP-i en phosphorylant c-jun (David et al., 2002; Cano
et al., 1995).
Les souris déficientes en Fos sont ostéopétrotiques et dépourvues d’ostéoclastes, ce
qui souligne l’importance des facteurs AP-1 dans l’ostéoclastogenèse (Grigoriadis et
al., 1994). Frai (aussi appelé Fosli), un autre membre de la famille Fos, est lui-même
induit par Fos dans les préostéoclastes (Matsuo et al., 2000). La surexpression de
Frai ou la substitution du gène Fos par le gène Fosti suffit à corriger le phénotype
des souris Fos’ indiquant qu’il s’ agit d’une cible transcriptionnelle importante de Fos
dans l’ostéoclastogenèse (Fleischmann et al., 2000).
Deux facteurs de la famille Jun, c-jun et JunB, ont été impliqués dans la réponse au
RANKL. L’ablation des gènes fun ou JunB est létale très tôt dans le développement
chez la souris, ce qui empêche l’étude de la fonction de ces gènes dans
l’ostéoclastogenèse. Afin de contourner ce problème une approche d’ablation génique
conditionnelle pour JunB et une approche par transgénèse pour fun ont été employée
par deux groupes. L’ablation conditionnelle de lunE dans les ostéoclastes chez la
souris cause un phénotype ostéopétrotique et un défaut dans la différenciation qui se
manifeste par une réduction dans l’expression de gènes spécifiques aux ostéoclastes
comme Trap et Cali (anhydrase carbonique II) (Kenner et al., 2004). Notons que les
ostéoblastes JunB présente également un défaut de différenciation (voir section
1.1.2.1). Afin de démontrer l’importance de c-jun, un autre groupe à surexprimé de
façon ciblée, grâce au promoteur TRAP, un mutant de c-juil sans son domaine
d’activation de la transcription (dominant négatif) dans les ostéoclastes. Les souris
transgéniques TRAP-DN-c-jun sont pratiquement dépourvues d’ostéoclastes et
développent une ostéopétrose sévère (&eda et al., 2004). Les travaux de ces
chercheurs montrent également que c-jun, activé par JNK1 et de concert avec Fos,
active la transcription du gène codant pour le facteur de transcription NFATc2
(NFAT1). NFATc2 serait lui-même responsable de la transcription du gène codant
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pour NFATc 1 (NFAT2) un facteur essentiel à la différenciation des ostéoclastes (voir
section 1.2.2.2.2.3.).
Le facteur de transcription Mitf à domaine bHLH-ZW (basique-hélice-boucle-hélice
zipper de leucines) est phosphorylé par p38, en sérine 245, et par ERK, en sérine 73
(Weilbaecher et aL, 2001; Mansky et al., 2002). Ces modifications affectent de façon
positive l’activité transcriptionelle de Mitf. La phosphorylation par p38 dépend d’une
stimulation par RANKL, alors que la phosphorylation par ERK est activée par le M
CSF. Mitf et un autre membre de la famille bHLH-ZW, Tfe3, sont deux facteurs
essentiels à la transcription de gènes spécifiques aux ostéoclastes comme Trap et Ctsk
(Luchin et aL, 2000; Motyckova et al., 2001). Les souris homozygotes pour un allèle
semidominant de Mitf (Miif1YMif’11) et les souris doubles mutantes Mitf’Tfe’
développent un phénotype ostéopétrotique (Hodgldnson et al., 1993; Steingrimsson et
al., 2002).
Nous avons vu qu’il existe de nombreuses preuves in vitro de l’implication des
MAPK dans la différenciation des ostéoclastes. Malheureusement pour l’instant,
aucune étude génétique n’est venue appuyer ces résultats, particulièrement en ce qui
concerne les voies p38 et ERK. fl existe une redondance certaine dans chacune des
familles de MAPK: ERK1 et 2, JNK1, 2 et 3, et p3&x, f3, et y. Jusqu’à présent,
cette redondance est en grande partie responsable de l’absence de preuves génétiques
du rôle joué par les différentes MAPK dans l’ostéoclastogenèse. De plus, l’ablation
de certains de ces gènes provoque des phénotypes de mort embryonnaire très précoce,
empêchant l’étude de l’ostéoclastogenèse. L’étude de doubles ou triples mutants dans
des systèmes d’ablation génique conditionnelle permettrait sans doute d’obtenir
quelques réponses concernant le rôle des MAPK, des MAPKK et des MAPKKK dans
l’ostéoclastogenèse in vivo.
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1.2.2.2.2.3. Le calcium, la calcineurine et les facteurs de transcription de la
famille NFAT
NfATc] (NFAT2), un membre de la famille des gènes NFAT (Rao et al., 1997), a
récemment été identifié comme le facteur de transcription le plus fortement induit
dans les préostéoclastes en réponse au RANKL (Takayanagi et al., 2002a). Plusieurs
expériences ont par la suite démontrés le rôle essentiel joué par NFATc1 dans
l’ostéoclastogenèse. D’abord, les précurseurs hématopoïétiques NFATcT’ ne peuvent
se différencier en ostéoclastes en présence de RANKL. Ensuite, l’expression
ectopique de NFATc1 dans des monocytes cause la différenciation spontanée de ces
cellules en ostéoclastes en absence de RANKL (Takayanagi et al., 2002a; Matsuo et
al., 2004). RANKL active NAFTc1 de deux façons: indirectement, au niveau
transcriptionnel, et, directement, par la voie du calcium.
Au niveau transcrïptionnel, l’induction de NFATc] par RANKL dépend de Fos et de
TRAF6 (Takayanagi et al., 2002a; Gohda et al., 2005). Il est clair que NFATc] est
une cible transcriptionnelle de Fos, car la surexpression d’une forme constitutivement
active de NFAT peut corriger le défaut de différenciation des ostéoclastes Fos
(Matsuo et al., 2004). Une étude suggère que les facteurs NFATc2 (NFAT1) et c-jun
seraient aussi requis pour la transcription de NFATcJ (&eda et al., 2004).
L’importance de l’activité des facteurs AP-1 ne se limite pas à la transcription de
NfATc] au stade précoce de l’ostéoclastogenèse. En effet, aux stades plus tardifs de
différenciation, NFATc1 coopère avec Fos et c-jun afin de participer à la
transcription des gènes TRAP et CtR (Takayanagi et al., 2002a; Matsuo et al., 2004).
Les gènes codant pour la cathepsine K et la métalloprotéinase MMP9 seraient aussi
des cibles de NFATc1 et d’AP-l (Matsumoto et al., 2004; Munaut et al., 1999).
J’ai déjà expliqué comment NFATc1 était activé par certains immunorécepteurs
couplés à des protéines à domaine ifAM par une voie impliquant la PLC’y,
l’oscillation du calcium intracellulaire et l’activation de la calcineurine (voir section
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1.2.1.3.). Plusieurs résultats expérimentaux suggèrent que RANK, suite à la liaison de
RANKL, puisse également activer une voie de signalisation similaire qui résulte en la
transiocation de NFATc1 au noyau. La stimulation d’ostéoclastes matures avec
RANKL provoque l’augmentation du calcium cytoplasmique (Komarova et al.,
2003). Cette augmentation du calcium est dépendante de la PLCy, puisqu’elle est
bloquée par des inhibiteurs de cette enzyme. Des inhibiteurs de la calcineurine
conm-ie FK506 et cyclosporine A inhibent fortement l’ostéoclastogenèse et la
transiocation nucléaire de NFATc1. De plus, l’inhibition de l’activité de NFATc1 par
FK506 résulte en un défaut de l’induction de l’ARN messager (ARNm) de NFATc],
indiquant que la transcription de ce gène dépend de l’activité de NFATcÏ lui-même.
NFATc 1 autoamplifierait sa propre transcription possiblement en liant son propre
promoteur (Takayanagi et al., 2002a). J’ai déjà mentionné qu’une étude suggère que
cette transcription pourrait aussi dépendre d’un autre facteur de la famille NFAT,
NFATc2 (&eda et al., 2004).
Le rôle des facteurs NFAT et de la voie du calcium dans l’ostéoclastogenèse in vivo
reste à être démontré. Les souris déficientes en NFATc2 sont viables, mais aucune
étude n’a investigué la présence éventuelle d’un phénotype osseux chez celles-ci
(Viola et al., 1998; Xanthoudakis et al., 1996). Étant donné le rôle essentiel de
NFATc2 dans la transcription de NFATc 1 proposé par Ikeda et aï., on devrait
s’attendre à un phénotype ostéopétrotique chez ces souris. L’ablation du gène
NFATcJ est létale entre les jours embryonnaires 13,5 et 17,5 chez la souris, ne
permettant pas l’étude du rôle de ce gène dans l’homéostasie osseuse (de la Pompa et
al., 1998; Ranger et al., 1998). Une fois encore, l’utilisation d’un système d’ablation
génique conditionnelle permettrait de vérifier le rôle de NFATc1 dans
l’ostéoclastogenèse in vivo. La PLC’y2 est l’isoforme prédominante de la PLC7 dans
les monocytes et les macrophages. L’inactivation du gène PLCy2 affecte la voie du
calcium dans les macrophages, il serait donc important de vérifier la présence d’un
défaut d’ostéoclastogenèse dans les souris PLCj2 (Wen et al., 2002). Concernant les
récepteurs à 1P3 (W3R), il existe trois gènes chez les mammifères, IP3R], 1P3R2 et
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1F3R3, et aucune étude n’est disponible présentement sur leur fonction respective
dans les ostéoclastes. Finalement, il existe trois gènes codant pour des sous-unités
catalytiques de la calcineurine, CnAa CnAfi et CnA l’ablation de l’un ou l’autre de
ces gènes ne semble pas causer de phénotype osseux marqué (Chan et al., 2002;
Bueno et al., 2002).
1.2.2.2.2.4. La voie P13 kinase/AKT
La sérine/thréonine kinase AKT est un médiateur important de la fonction anti
apoptotique de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) dans de multiples types
cellulaires (Datta et al., 1999). AKT agit notamment en phosphorylant et en
inactivant des protéines qui ont normalement un effet pro-apoptotique comme la
protéine Bad, la caspase 9 et certains facteurs de transcription de la famille
«forkhead releated » (FKHR). AKT a aussi un rôle important à jouer dans le contrôle
de la taille des cellules, via l’activation de la protéine «mammalian target of
rapamicyn » (mTOR)(Mak and Yeung, 2004).
Dans les ostéoclastes, RANK induit l’activation de AKT qui se manifeste par la
phosphorylation de cette kinase sur les résidus sérine 473 et thréonine 308 (Wong et
al., 1999; Lee et al., 2002a). L’inhibiteur de la PI3K, LY294002, bloque l’activation
d’AKT et la survie des ostéoclastes matures. Cet inhibiteur a aussi un effet négatif
marqué sur la différenciation de ces cellules qui pourrait découler d’une survie
réduite des cellules durant la différenciation. fl n’existe pas de preuve directe de
l’activation de la PI3K par RANK, mais il a été montré que, dans les ostéoclastes,
l’activation d’AKT par RANK était bloquée par des inhibiteurs des Src kinases ou
par l’ablation du gène c-src (Wong et al., 1999). Il semblerait donc que c-src jouerait
le rôle de médiateur entre RANK et la voie PI3KIAKT.
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Il reste à démontré clairement le rôle joué par AKT dans les ostéoclastes. En effet,
des études contradictoires suggèrent soit une fonction anti-apoptotique, soit une
fonction dans la différenciation, soit une fonction dans l’organisation du
cytosquelette. Par exemple, les travaux de Sugatani et aï. montrent que l’inhibition de
AKT à l’aide d’ARN interférent (ARNi) bloque la différenciation des ostéoclastes en
affectant principalement l’activation de la voie NFid3 (Sugatani and Hmska, 2005).
De façon surprenante, cette étude montre aussi que la perte d’AKT n’affecte pas le
clivage de la caspase 3 et n’induit pas l’apoptose. Par contre, l’inhibition à l’aide
d’ARNi de la protéine mTOR, un autre effecteur de la PI3K, résulte en une activation
du clivage de la caspase 3 et de l’apoptose. Ces résultats, combinés à ceux d’autres
études, suggèrent donc que mTOR serait le médiateur de l’effet anti-apoptotique de la
P13 K, tandis que AKT serait un médiateur de la différenciation via la voie de NFiB
(Glantschnig et al., 2003; Sugatani et al., 2003; Shui et al., 2002).
La PI3K serait aussi impliquée dans la réorganisation du cytosquelette d’actine de
l’ostéoclaste de façon AKT indépendante. Ce rôle, mal caractérisé, impliquerait le
recrutement de la protéine gelsoline par des produits de la PI3K, le
phosphatidylinositol 3,4-biphosphate (PI(3,4)P2) et le phosphatidylinositol 3,4,5-
triphosphate (PI(3,4,5)P3). Ce recrutement empêcherait la gelsoline de lier les
extrémités des filaments d’actine, permettant ainsi une réorganisation du
cytosquelette (Chellaiah et al., 199$). Les différents rôles de la PI3K et des
phosphoinositides dans la différenciation et l’activation de l’ostéoclaste seront
abordés plus en détails dans la section 1.3.5.
Comme c’est le cas pour les MAPK, il existe peu d’indices génétiques de
l’implication de la voie PI3KIAKT dans la survie et l’activité des ostéoclastes. D’une
part, il existe de nombreux gènes codant pour des sous-unités catalytiques et
régulatrices de PI3K et peu d’information est disponible concernant l’expression et la
fonction de chacune de ces protéines dans les ostéoclastes (voir section 1.3.2. pour les
différentes classes de PI3K). Jusqu’à présent, aucun phénotype osseux n’a été
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identifié dans l’une ou l’autre des expériences d’ablation génique de PI3K. D’autre
part, trois gènes codent pour des kinases AKT chez les mammifères, Akt], Akt2 et
Akt3. Les souris doubles mutantes AktT’AktZ’ présentent un phénotype osseux, mais
il semblerait que se soit plutôt un défaut d’ossification lier à une différenciation
réduite des ostéoblastes (Peng et al., 2003). Comme ces souris meurent juste après la
naissance, il serait intéressant de dériver des préostéoclastes à partir de splénocytes
AktT’AktZ’ afin de déterminer le potentiel d’ostéoclastogenèse de ces cellules en
réponse au RANKL.
Nous avons vu dans cette section que la différenciation des ostéoclastes requiert
plusieurs signaux paracrines. De plus, l’ostéoclastogenèse, telle qu’induite par
RANKL, dépend de multiples signaux intracellulaires. Une fois différencié,
l’ostéoclaste mature doit s’attacher à la matrice osseuse et la résorber. La prochaine
section portera sur ces processus que l’on désigne normalement sous le terme
d’activation de l’ostéoclaste.
1.2.3. Activation de l’ostéoclaste et résorption
Nous avons vu, tout au long de la section précédente, que l’étude de mutants
ostéopétrotiques chez la souris a permis l’identification de nombreux gènes impliqués
dans l’ostéoclastogenèse. La même approche a mené à l’identification d’une série de
gènes impliqués dans l’activité de résorption de l’ostéoclaste. Cette classe de mutants
ostéopétrotiques se caractérise par la présence dans le tissu osseux d’ostéoclastes en
nombre habituellement constant in vivo. Ces ostéoclastes sont par contre incapables
de résorber la matrice osseuse. On peut subdiviser les défauts fonctionnels de
l’ostéoclaste en deux catégories: 1) les défauts d’attachement à la matrice et de
polarisation, et 2) les défauts reliés à l’activité de résorptions en soit (Figure 1-12).
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Figure 1-12. Activation de l’ostéoclaste.
a) L’ostéoctaste non attaché à la matrice n’est pas polarisé. Les vésicules contenant la pompe à proton
(H+ATPase) sont distribuées aléatoirement dans le cytoplasme. b) Lorsque l’ostéoclaste s’attache à
l’os, les intégrines sont relocalisées du côté de la matrice et transmettent un signal polarisant
impliquant c-src. Les vésicules contenant la pompe à proton se déplacent alors le long des
microtubules en direction de la matrice. La fusion de ces multiples vésicules mène à la formation de la
membrane plissée. c) La résorption est démarrée par la formation de la zone de scellement riche en
actine qui isole le microenvironnement de résorption du reste de l’espace extracellulaire. Les protons
(H+) produits par l’anhydrase carbonique (CAII) sont expulsés dans la cavité de résorption par la
pompe à proton, faisant chuter le pH extracellulaire à -4.5. Le pH intracellulaire est maintenu constant
par l’échange de l’ion carbonate pour un ion chlorure. Les ions chlorures sont ensuite expulsés dans la
cavité de résorption par un canal à chlore. La cathepsine K, une protéinase est activement sécrétée et
dégrade la matrice organique (Teitelbaum and Ross, 2003).
Matrice osseuse
ji lntégrineav33 O
Cathepsine K
Vésicules acides
Noyaux À Ligand Œvf33
HATPase Canal à C1
Microtubule
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1.2.3.1. Polarisation, podosomes et anneaux d’actine
La dégradation de la matrice osseuse par l’ostéoclaste requiert un contact physique
étroit entre cette cellule et la matrice. Suite à cet attachement, l’ostéoclaste réorganise
son cytosquelette d’actine afin de former un anneau d’actine et la zone scellée, se
polarise et développe la membrane plissée nécessaire à la résorption. Les molécules
par lesquelles l’ostéoclaste reconnait et s’attache à son substrat sont donc essentielles
afin d’initier la résorption.
il est maintenant clair que l’intégrine XVI33 (aussi appelée récepteur à la vitronectine)
joue un rôle central dans la reconnaissance de l’os par l’ostéoclaste. L’integrïne xf33
reconnait des protéines de la matrice osseuse qui contiennent le motif Arg-Gly-Asp
(RGD) dans leur séquence peptidique. Les souris déficientes en la sous-unité [3
présentent une dysfonction dans l’activité de résorption des ostéoclastes et deviennent
progressivement ostéopétrotiques (McHugh et al., 2000). D’ailleurs, de petites
molécules inhibitrices ciblant spécifiquement l’intégrine Œf33 sont capables de
bloquer la résorption in vitro et de prévenir la perte osseuse in vivo (Engleman et al.,
1997). Dans les ostéoclastes adhérents à l’os, l’intégrine ŒvF33 est associée à l’actine
filamenteuse (F-actine) dans des structures ponctuées appelées podosomes (Aubin,
1992; Linder and Aepfelbacher, 2003). Les podosomes sont des structures uniques
qui partagent des caractéristiques avec les adhésions focales retrouvées dans d’autres
types cellulaires (voir figure 1-13). Dans l’ostéoclaste adhérent, l’ensemble des
podosomes s’organise en un anneau d’actine à la périphérie de la cellule (Destaing et
al., 2003). Les ostéoclastes déficients en intégrine Œ[33 s’attachent tout de même à
l’os, mais sont incapables de réorganiser leur cytosquelette d’actine afin de former la
zone scellée et présente une membrane plissée anormale (McHugh et al., 2000). Il
semble donc que le rôle principal de l’intégrine xV[33 soit de transmettre un signal de
la matrice vers l’intérieur de la cellule. Ce signal ferait intervenir notamment les
petites GTPase Rho et Rac, puisque l’activation de ces dernières est déficiente dans
les ostéoclastes flï” (Faccio et al., 2003). Le Rho-GEF Vav3 qui peut
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Figure 1-13. Structure des podosomes et de l’anneau d’actine.
A : Ostéoclaste coloré à la phaloïdine-rhodamine. permettant dc visualiser la F-actine. Deux
podosomes sont indiqués par des flèches. L’anneau d’actine, formé de multiples podosomes en
périphérie de la cellule est indiqué par une accolade. B-E : Dynamisme des podosomes dans des
ostéoclastes exprimant une protéine de fusion actine-GFP. Le même champs a été photographié aux
temps indiqués. Un podosome individuel et un groupe de podosomes sont encerclés. F : Composants
moléculaires des podosomes. L’actine est représentée par des fibres rouges, les autres protéines
impliquées sont représentées dans la légende en haut. (Biswas et al., 2004; Destaing et al., 2003;
Linder and Aepfelhacher, 2003).
55
échanger le GDP pour du GTP et activer les GTPase de la famille Rho, est essentiel à
la formation de l’anneau d’actine et à la résorption (Faccio et al., 2005). Une autre
étude in vitro implique Cdc42, une autre GTPase de la famille Rho, et Rac dans la
formation des podosomes et de l’anneau d’actine (Chellaiah, 2005).
Les kinases c-src et Pyk2 (proline-rich tyrosine kinase 2) sont également impliquées
dans la signalisation en aval de l’intégrine cVt33 et dans la formation des podosomes
(Sanjay et al., 2001; Pfaff and Jurdic, 2001). L’inhibition de Pyk2 diminue la fonction
des ostéoclastes in vitro (Duong et al., 2001). L’assemblage du complexe activé par
l’intégrine r33 liée à la matrice serait démarré par l’autophosphorylation de Pyk2
qui mène à l’activation et au recrutement de c-src qui peut également phosphoryler
Pyk2 (Yokouchi et al., 2001; Duong et al., 1998). Une fois activé, c-src se lie à c-Cbl
et le phosphoryle (Miyazaki et al., 2004). c-cbl est une ubiquitine ligase E3 également
impliquée dans le recrutement de l’ostéoclaste (Lee et al., 1999; Wang et al., 1999).
c-cbl provoque la polyubiquitination de c-src et de lui-même, et provoque
probablement ainsi la dégradation du complexe Pyk2/c-src/c-cbl par le protéasome
(Yokouchi et al., 2001). La formation, puis la dégradation de cet hétérotrimère sont
sans doute très importantes afin de contrôler l’assemblage et le désassemblage des
podosomes, permettant à l’ostéoclaste de migrer afin de résorber d’autres sites.
L’importance de ce complexe in vivo est confirmée par quelques études génétiques.
Les ostéoclastes déficients en c-src sont incapables de former un anneau d’ actine et
une membrane plissée, causant l’ostéopétrose iii vivo (Soriano et al., 1991; Boyce et
al., 1992; Schwartzberg et al., 1997). Notons que la phosphorylation et l’activité de
Pyk2 sont réduites dans les ostéoclastes c-src. Les souris déficientes en c-Cbl
présentent un léger défaut osseux relié à un problème dans la migration et l’activité
de résorption des ostéoclastes (Chiusaroli et al., 2003). Aucun phénotype osseux n’a
été décrit chez les souris PykZ”. Cependant les macrophages de ces souris présentent
plusieurs défauts au niveau de leur cytosquelette d’actine et de leur capacité à migrer,
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laissant croire que ces fonctions pourraient être également affectées dans les
ostéoclastes Pyk2 (Oldgaki et al., 2003).
1.2.3.2. Membrane plissée et résorption
Une fois attaché à l’os, l’ostéoclaste développe la membrane plissée à l’interface
entre la cellule et la matrice. Cette structure est essentielle à la résorption puisque
c’est au niveau de celle-ci que se trouve la machinerie moléculaire qui permet
l’acidification de la cavité de résorption. Cette acidification (pH—45) permet de
mobiliser les minéraux de l’os, exposant ainsi la matrice organique. C’est aussi au
niveau de la membrane plissée que sont sécrétées les enzymes qui dégradent la
matrice organique de l’os (Figure 1-12).
La production de protons est initiée dans le cytoplasme par l’anhydrase carbonique II
(CA11) qui catalyse la réaction suivante:
H20 + C02 =====> H + HC03
Les protons ainsi produits sont transportés de façon active du côté extracellulaire de
la membrane plissée par une pompe à proton (H ATPase) (Mattsson et al., 1994).
Les ions bicarbonate sont quant à eux échangés contre des ions chlorure de l’autre
côté de la cellule, à la membrane basolatérale de l’ostéoclaste, permettant de
maintenir un pH intracellulaire constant. L’électroneutralité du cytoplasme est
maintenu grâce à un canal à chlore situé à la membrane plissée.
fl est intéressant de constater que jusqu’à présent, toutes les mutations identifiées
comme causant l’ostéopétrose récessive chez l’humain se retrouvent dans des gènes
impliqués dans la formation de la bordure plissée, dans l’acidification ou dans
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l’activité de résorption des ostéoclastes. Ces gènes sont CAIL TCIRGJ, CLCN,
OSTM] et CTSK.
Des familles présentant un défaut dans l’expression de CATI développent une
ostéopétrose récessive bénigne, accompagnée d’acidose tubulaire rénale et de
calcification cérébrale (Sly et al., 1983).
Des mutations dans le gène TCIRG] qui code pour la sous-unité transmembranaire a3
de 116 kDa de la pompe à proton sont responsables de près de 60% des cas humains
d’ostéopétrose récessive (Komak et al., 2000; Michigami et al., 2002). Chez la souris,
le mutant oc/oc ostéopétrotique, présente aussi une mutation dans le gène Tcirg]
(Scimeca et al., 2000; Li et al., 1999). Ces souris, tout comme les patients ayant des
mutations dans TCIRG], présentent un transport des protons normal dans toutes les
cellules, sauf dans les ostéoclastes, suggérant que la sous-unité a3 joue un rôle unique
dans les ostéoclastes. Ce rôle pourrait être de permettre la localisation de la pompe à
proton à la membrane plissée, un processus dépendant de c-src. En effet, la pompe à
proton est transportée jusqu’à la membrane plissée dans des vésicules auxquelles est
associé c-src (Abu-Amer et al., 1997). Des mutations dans c-src chez la souris ou
dans TCIRG], chez l’humain, empêchent la formation de la membrane plissée,
indiquant le rôle important jouée par la sous-unité a3 de la pompe à proton et c-src
dans la formation de cette structure (Boyce et al., 1992) (Michigami et al., 2002).
Puisque la résorption de l’os requiert un transport massif de protons vers le
compartiment extracellulaire, un transport parallèle d’anions est requis afin de
maintenir l’électroneutralité dans l’ostéoclaste. Cette fonction est assurée par le canal
de chlore C1C-7. L’ablation du gène CÏcn7 chez la souris cause l’ostéopétrose due à
une absence d’acidification par les ostéoclastes (Komak et al., 2001). Des mutations
dans le gène CLCN7 chez l’humain sont responsables de forme récessives (—15%) et
dominantes d’ostéopétrose (Kornak et al., 2001; Waguespack et al., 2003).
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Un quatrième gène est impliqué dans les formes humaines d’ostéopétrose récessive:
OSTM]. Ostm] est le gène muté chez la souris grey-lethal (gt) et code pour une
protéine transmembranaire de type 1 exprimée notamment dans les ostéoclastes
(Chalhoub et al., 2003). Jusqu’à présent au moins trois mutations différentes reliées à
des cas d’ostéopétrose récessive très sévères ont été identifiées dans le gène OSTM]
(Chalhoub et al., 2003; Ramirez et al., 2004)(Pata et aï. résultats non publiés). Les
ostéoclastes provenant de souris gÏ/gt et ceux présents in vivo chez les patients
présentant des mutations dans OSTM] se différencient, mais sont dépourvus de
membrane plissée (Rajapurohitam et al., 2001; Quarello et al., 2004). La fonction
cellulaire d’Ostml reste à découvrir, mais ces résultats suggèrent une implication
dans la formation de la membrane plissée et dans la résorption. J’aborderai plus en
détails le phénotype de la souris gï et le gène Ostml dans la section 1.4.
L’ acidification du microenvironnement de la cavité de résorption permet de mobiliser
la matrice minérale afin d’exposer la matrice organique. Étant donné cet
environnement très acide, la dégradation de la matrice organique requiert des
enzymes collagènolytiques ayant un pH optimum bas. On a identifié l’une de ces
enzymes comme étant la protéinase cathepsine K, lorsqu’il a été démontré que des
mutations dans le gène CTSK étaient responsables de la pycnodysostose, un désordre
sclérosant de l’os (Gelb et al., 1996). Les ostéoclastes des patients atteints de
pycnodysostose, tout comme les ostéoclastes des souris Ctsk, développent une
membrane plissée normale et mobilisent les minéraux, mais sont incapables de
dégrader la matrice organique de collagène (Saftig et al., 1998).
Le messager de la cathepsine K est exprimé fortement dans les ostéoclastes
comparativement aux autres tissus, suggérant une régulation transcriptionnelle de ce
gène par des facteurs spécifiques aux ostéoclastes (Gelb et al., 1996). Une étude
récente montre en effet que l’expression de Ctsk dans les ostéoclastes est activée de
façon synergique par les facteurs de transcription NFATc 1, PU. 1 et microphthalmia
(Mitf) qui lient la région promotrice de ce gène. De plus, l’activité de la MAPK p38
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est nécessaire afin d’observer une expression maximal de la cathepsine K dans les
cellules RAW 264.7 (Matsumoto et al., 2004).
La cathepsine K est synthétisée sous une forme inactive (zymogène) et est activée par
un clivage protéolytique au cours du processus de sécrétion entre l’appareil de Golgi
et la membrane plissée. Les ostéoclastes attachés à l’os expriment uniquement la
forme active de l’enzyme, indiquant qu’un signal dérivé de la matrice pouffait induire
la maturation intracellulaire de la cathepsine K (Dodds et al., 2001). La cathepsine K
est considérée comme une cible thérapeutique intéressante afin de réduire l’activité
de résorption des ostéoclastes chez les patients ostéoporotiques (Lark et al., 2002).
Nous venons de voir que l’activité de résorption de l’ostéoclaste implique la
fonctionnalité de deux structures cellulaires l’anneau d’actine et la membrane
plissée. Le rôle clef de ces deux structures reflète en fait l’importance majeure des
réarrangements du cytosquelette associés à la motilité et à la résorption dans la
fonction normale de l’ostéoclaste. De nombreuses protéines ont été impliquées dans
le contrôle de ces processus, mais il reste beaucoup à faire afin de comprendre ces
mécanismes au niveau moléculaire. D’autant plus que, comme je l’ai mentionné pour
l’intégrine ŒVE33 et la cathepsine K, les protéines impliquées dans ces activités
constituent des cibles de choix afin de développer des inhibiteurs de la résorption.
Cette deuxième partie nous a permis de mieux comprendre les mécanismes
moléculaires qui contrôlent la différenciation et l’activité des ostéoclastes. Nous
avons vu que de nombreuses voies de signalisation sont impliquées dans le contrôle
de ces processus, notamment en aval du récepteur RANK. Parmi ces cascades de
signalisation, certaines impliquent la production ou la modification de seconds
messagers. La prochaine partie de cette introduction portera sur la synthèse et la
fonction d’une classe importante de seconds messagers, les phosphoinositides et les
phophatidylinositols.
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1.3. SIGNALISATION PAR LES PHOSPHOINOSITIDES
Afin d’intégrer et de transmettre de la membrane vers le cytoplasme et le noyau
l’information reçue de l’extérieure, la cellule eucaryote fait appel à différents
mécanismes moléculaires, généralement regroupés sous le terme de signalisation
intracellulaire. Pour modifier l’équilibre cellulaire, ces mécanismes mettent en scène
une pléiade de protéines et de réactions catalytiques phosphorylation,
déphosphorylation, ubiquitination, hydrolyse, sumoilation, etc. L’une des approches
redondantes qu’a adopté la cellule afin d’enclencher des cascades signalitiques est la
production de seconds messagers. Ces derniers sont de petites molécules non
peptidiques produites de façon locale et momentanée. Parmi celles-ci on retrouve
l’adénosine monophosphate cyclique (cAMP), le guanosine monophosphate cyclique
(cGMP), le diacyglycérol et les multiples dérivés du phosphatidylinositol. Cette partie
de mon introduction portera sur la synthèse et les fonctions des différents
phosphoinositides. J’aborderai leur mode d’action et le contrôle de leur concentration
respective dans la cellule par certaines inositol phosphatases. Une attention
particulière sera accordée à une classe de ces phosphatases, les inositol polyphosphate
4-phosphatases, sujet important de cette thèse. Finalement, nous verrons les diverses
fonctions jouées par les phosphoinositides dans les ostéoclastes et le maintien de
l’homéostasie osseuse.
1.3.1. Voie de synthèse générale des différents phosphoinositides et distribution
cellulaire des divers phosphatidylinositol phosphates
Les phosphoinositides sont les dérivés phosphorylés du phosphatidylinositol (PI), un
phospholipide membranaire (Figure 1-14 et l-16). Les PIs se retrouvent dans le
feuillet cytoplasmique de la membrane plasmique, de l’appareil de Golgi, des
endosomes, des phagosomes, des vésicules synaptiques, du réticulum endoplasmique
et des granules de sécrétion. Ces lipides sont relativement peu abondants et
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représentent moins de 10% du total des lipides dans la cellule. Ils n’en demeurent pas
moins une composante clef de la membrane par la propriété unique qu’à le
groupement inositol de pouvoir être phosphorylé en position 3’, 4’ ou 5’ pour un total
de une, deux ou trois fois. Ainsi, il existe in vivo huit différents isoformes de PIs : la
forme non phosphorylée le PI, trois phosphatidylinositol phosphates (PI3P, PI4P et
PI5P), trois phosphatidylinositol biphosphates (P13,4P2, P13,5P2, P14,5P7) et un
phosphatidylinositol triphosphate (P13,4,5P3) (voir Figure l-14 et 1-16). Une batterie
de kinases et de phosphatases sont responsables de la synthèse et de la dégradation de
ces différents isoformes, ce qui fait de la voie des PIs l’une des plus complexes et des
plus versatiles de la cellule.
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figure 1-14. Structure chimique d’un dérivé phosphorylé du phosphatidylinositol, le
phosphatidylinositol 3-phosphate.
Seules les positions 3’, 4’ et 5’ peuvent être phosphorylées in vivo. Les groupements R et R’ sont des
chaînes acylées et pour les phosphoinositides naturels, R est généralement un stéarate et R’ un
arachidonate(Janmey and Lindberg, 2004).
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La localisation subcellulaire de chacun des phosphoisoformes du PI est un sujet
d’intérêt depuis plusieurs années. Cette localisation a été étudiée de façon indirecte en
la corrélant avec la localisation des enzymes responsables de leur synthèse et de
façon plus directe en utilisant des sondes protéiques reconnaissant chacun des PIs.
Ces sondes, sont en fait des domaines protéiques qui reconnaissent de façon plus ou
moins spécifique un ou plusieurs PIs (voir section 1.3.3.1.). L’analyse combinée des
données obtenues par ces deux approches permet d’établir une carte de localisation
des PIs dans la cellule (Figure 1-15).
Le phosphatidylinositol 4-phosphate (P14?) est la forme monophosphorylée la plus
abondante dans la cellule (—5% du total des PIs). Le PI4P se retrouve principalement
sur la membrane de l’appareil de Golgi où il joue un rôle très important dans le
maintien de l’intégrité de cette organelle (Wang et al., 2003).
Le phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P) est également présent à des
concentrations assez importantes et relativement stables dans la cellule (—0,20% des
PIs). Le PI3P se retrouve principalement à la surface des endosomes et des
endosomes tardifs (Gillooly et al., 2000). Il jouerait un rôle dans le ciblage des
phagosomes vers les endosomes notamment en recrutant la protéine endosomale
EEA1 (Rubino et al., 2000).
fl existe peu de données sur la localisation subcellulaire et la production de
phosphatidylinositol 5-phosphate (PI5P). fl serait présent à la membrane plasmique et
aussi sur les endosomes, et serait produit par une phosphatidylinositol 5-kinase
(Touas et al., 2000). La fonction de ce phospholipide est tout aussi nébuleuse et il
reste encore à identifier des protéines pouvant interagir avec lui. fi est possible que le
PI5P n’ait d’autre fonction que de servir de substrat à des phosphatidylinositol 4-
kinases afin de produire de PI4,5P2.
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Figure 1-15. Site de production des divers phosphoinositides et leur implication dans le transport
vésiculaire.
Les chiffres romains (I à XII) indiquent les étapes de production ou de dégradation de ces
phosphoinositides. I: Production de P14,5P, durant l’endocytose et l’enrobage de clathrine (CP). II: ce
niveau local de P14,5P2 est rapidement réduit par une inositol 5-phosphatase. III : le PI3P est présent
presque exclusivement à la surface des endosomes précoces (EE) et des vésicules internes des corps
multivésicualires (MVB). IV Le PI3P est déphosphosylé par une 3-phosphatase lors du recyclage des
endosomes (RE). V : Le PI3P est converti en P13.5P2 par le 5-kinase PIK-FYVE à la surface des
endosomes tardifs (LE) et des MVB. VI: Le P14,5P7 est aussi produit de façon locale lors de la
phagocytose. VII: Le P14.5P7 est transbrmé en P13,4,5P3 par une PI3K de classe I. VIII: Par la suite
la production de PI3P par la PI3K de type III est requise pour la maturation du phagosome. Ph.
phagosome: Ph-ly, phagolysosome: Ly. lysosome. IX : Exocytose régulée implique la production de
PI4P à la surface de Fappareil de Golgi et des granules sécrétoires (SG). X t Le PI4P est converti en
P14.5P2 par une 5-kinase lors de l’amarrage et de la fusion du cargo avec la membrane plasmique. X et
XI: le PI4P est aussi requis pour le transport du Golgi aux endosomes et à la membrane plasmique.
PGC. cargo post-golgien (De Matteis and Godi. 2004).
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Le phosphatidylinositol 3A.5-triphosphate (PT3,4.5P3 ou PIP) et le
phosphatidylinositol 3.4-biphosphate (PI3,4P sont présents en très faible quantité,
(moins de 0,05% des PI) dans la cellule et leur concentration augmente de façon
transitoire suite à certains stimuli qui active la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K,
voir section 1.3.2.1.). Le P13,4P2 peut être produit par la déphosphorylation du
P13,4,5P3 par une inositol polyphosphate 5-phosphatase (Inpp5) comme SHW ou,
alternativement, par l’action concertée d’une phosphatidylinositol 4-kinase (PI4K) et
d’une PI3K sur le phosphatidylinositol (Domin et al., 1997; Turner et al., 199$). Le
PW3 et le P13,4P2 sont responsables de l’activation de multiples voies de signalisation
en aval de la PI3K et ont été impliqués dans de nombreux processus cellulaires
comme la phagocytose, la survie, la croissance cellulaire et le remodelage du
cytosquelette (Katso et al., 2001).
Le phosphatidylinositol 3.5-biphosphate (PI3.5P est un autre PI mal connu. On sait
qu’il est produit à la surface des endosomes tardifs par la phosphatidylinositol 3-
phosphate 5-kinase PIK-FYVE (voir section 1.3.3.3) et qu’il est présent en
concentrations plus importantes sur les endosomes multivésiculaires (MVE)
(Whiteford et al., 1997; Dove et al., 2002). Le P13,5P2 permettrait donc de spécifier
les MVE par rapport aux endosomes et serait important dans le trafic entre les MVE
et les lysosomes (Rudge et al., 2004).
Le phosphatidylinositol 4.5-biphosphate (PI4,5P ou PW2) est majoritairement
présent à la membrane plasmique et est de loin le phosphatidylinositol biphosphate le
plus abondant dans la cellule (5% des PIs). C’est probablement pour cette raison que
parmi tous les phosphoinositides c’est le P14,5P2 qui a reçu le plus d’attention de la
part des chercheurs au cours des 25 dernières années. Ce lipide exerce plusieurs
fonctions dans la cellule et il a été montré qu’il était produit localement. fl est requis
lors de la fusion de vésicules sécrétoires avec la membrane plasmique (Cremona and
De Camilli, 2001; Martin, 2001), lors de réarrangement du cytosquelette d’actine
(Coppolino et al., 2002; Cremona et al., 1999) et lors de l’endocytose régulée par les
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clathrines (Ford et al., 2001; Itoh et al., 2001). Le P14,5P2 est également présent en
faible concentration à la surface du Golgi (Watt et al., 2002). Le rôle qu’il y jouerait
n’est pas clair, mais il pourrait être impliqué dans l’exportation des vésicules
recouvertes de clathrine à partir du réseau transgolgien (TGN)(Siddhanta and Shields,
199$). Finalement, le P14,5P2 sert de substrat à la PI3K afin de produire du PW3 et à
la phospholipase C afin de produire de l’W3.
il existe également des dérivés solubles des PIs, constitués uniquement du
groupement inositol phosphorylé en diverses positions (W). La phospholipase C
(PLC) est responsable de l’hydrolyse du P14,5P2 en inositol-1,4,5 triphosphate (W)
et en diacylglycérol qui demeure ancré à la membrane. Ces deux molécules peuvent
agir conmie second messager, en stimulant l’entrée de calcium et l’activité de la
protéine kinase C (PKC) respectivement. L’1P3 tout comme les PIs peut être
phosphorylé ou déphosphorylé à de multiples positions par plusieurs enzymes.
1.3.2. Enzyme de synthèse des phosphoinositides
Le métabolisme des PIs est hautement compartimentalisé dans la cellule, puisque
chaque organelle regroupe une série distincte de PI kinase et de PI phosphatase (voir
Figure 1-16). La distribution, la régulation et l’équilibre local de l’activité de ces
kinases et de ces phosphatases sont tels que la concentration des différents isoformes
de PIs peut varier d’une organelle à l’autre. De plus, certains de ces enzymes
présentent une distribution tissulaire particulière ou sont exprimés sous différents
isoformes, ajoutant à la diversité de ce système.
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figure 1-16. Kinases et phosphatases impliquées dans la synthèse et la dégradation des
phosphoinositides.
Les chiffres à gauche de chaque enzyme réfèrent à l’activité enzymatique de celui-ci représenté sur le
schéma en haut. Pour chacun des enzymes l’homologue de levure, lorsqu’il est connu, est indiqué. La
localisation subcellulaire est également indiquée. CCV; vésicules enrobées de clathrines; E, endosome;
ER, réticulum endoplasmique; GC, appareil de Golgi; LE, endosome tardif; Ly, lysosome; Mi,
mitochondries; N, noyau; PM, membrane plasmique; SV, vésicules synaptiques (De Matteis and Godi,
2004).
1.3.2.1. Pliospliatidy]inositol 3-kinases
Les phosphatidylinositol 3-kinases (PI3K) sont les enzymes les mieux caractérisées et
les plus étudiées parmi celles impliquées dans la synthèse des divers PIs. Chez les
mammifères, il existe huit PI3K différentes qui ont toutes la capacité enzymatique
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d’ajouter un groupement phosphate en position 3’ sur un ou plusieurs
phosphatidylinositol. En se basant sur leur structure, leur mode d’activation et leurs
substrats, les PI3K ont été séparées en trois classes distinctes d’enzymes (voir figure
1-17).
In vitro les PI3K de classe I catalysent l’ajout d’un groupement phosphate en position
3’ sur le phosphatidylinositol (PI), le PI4P et le P14,5P2. Cependant, in vivo, le
substrat principal des PI3K de classe I est le P14,5P2. Par conséquent, le produit
majeur synthétisé est le P13,4,5P3 et les PI3K de classe I devraient plus
rigoureusement être appelées phosphatidylinositol 4,5-biphosphate 3-kinases. Chez
les mammifères les PI3K de classe I sont divisées en deux sous-classes, TA et lB.
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*
—-
Kcv
Domaine de liaison à p85
Domaine de liaison à Ras
Phosphatidylinositol kinase
Domaine catalytique
Domaine PX
Domaine C2
Domaine SH3 (Src-homologie 3)
Domaine riche en prolines
Domaine dhomologie à rhoGAP
Domaine SH2 (Src-homologie 2)
Site de myristylation
Domaine SeriThr kinase
Répétition riche en leucines
Motif tryptophane-acide aspartique
Figure 1-17 Structure des différentes P13 kinases.
Les motifs et domaines retrouvés dans ces protéines sont indiqués en bas (Golden and Insogna, 2004).
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Figure 1-16. Kinases et phosphatases impliquées dans la synthèse et la dégradation des
phosphoinositides.
Les chiffres à gauche de chaque enzyme réfèrent à l’activité enzymatique de celui-ci représenté sur le
schéma en haut. Pour chacun des enzymes l’homologue de levure, lorsqu’il est connu, est indiqué. La
localisation suhcellulaire est également indiquée. CCV; vésicules enrobées de clathrines; E, endosome;
ER, réticulum endoplasmique: GC, appareil de Golgi; LE, endosome tardif; Ly, lysosome; Mi.
mitochondries; N, noyau; PM, membrane plasmique; SV, vésicules synaptiques (De Matteis and Godi,
2004).
1.3.2.1. Phosphatidylinositol 3-kinases
Les phosphatidylinositol 3-kinases (PI3K) sont les enzymes les mieux caractérisées et
les plus étudiées parmi celles impliquées dans la synthèse des divers PIs. Chez les
mammifères, il existe huit PI3K différentes qui ont toutes la capacité enzymatique
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d’ajouter un groupement phosphate en position 3’ sur un ou plusieurs
phosphatidylinositol. En se basant sur leur structure, leur mode d’activation et leurs
substrats, les PI3K ont été séparées en trois classes distinctes d’enzymes (voir figure
1-17).
In vitro les PI3K de classe I catalysent l’ajout d’un groupement phosphate en position
3’ sur le phosphatidylinositol (PI), le PI4P et le P14,5P2. Cependant, in vivo, le
substrat principal des PI3K de classe I est le P14,5P2. Par conséquent, le produit
majeur synthétisé est le P13,4,5P3 et les PI3K de classe I devraient plus
rigoureusement être appelées phosphatidylinositol 4,5-biphosphate 3-kinases. Chez
les mammifères les PI3K de classe I sont divisées en deux sous-classes, TA et TE.
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Les PI3K de classe lA transmettent les signaux à partir de récepteurs couplés à une
activité tyrosine kinase et se présentent sous la forme d’un hétérodimère entre une
sous-unité catalytique p110 et une sous-unité régulatrice p85, p55 ou p50,
communément appelée p85. fi y a trois p110 chez les mammifères, p11OŒ, pllOf3 et
pi 10h, qui sont codés par trois gènes, Pik3ca, Pik3cb et Pik3cd. Ces protéines p110
se caractérisent par un domaine N-terminal de liaison à p85, un domaine de liaison à
Ras, un domaine C2 et un domaine kinase. Chez l’humain et la souris, p11OŒ et
pi 1013 sont exprimées dans tous les tissus, alors que pi 10 est retrouvée
principalement dans les lymphocytes (Chantry et al., 1997; Vanhaesebroeck et al.,
1997b).
Les sous-unités catalytiques p110 sont associées de façon constitutive à une sous-
unité régulatrice qui peut être p85x, p55cx, p5Oc, p8513 ou p55y. Pour des raisons
historiques le terme p85 réfère généralement à la sous-unité régulatrice, que celle-ci
soit une p85, une p55 ou une p50. p85Œ, p55Œ et p5Oo sont codées à partir du même
gène, Pik3r], par des épissages alternatifs (Fruman et al., 1996), alors que p85f3 et
p55y sont codées par deux autres gènes, Fik3r2 et Fik3r3. Toutes les sous-unités
régulatrices de classe I contiennent deux domaines SH2 qui lient spécifiquement des
tyrosines phosphorylées sur des récepteurs membranaires et sur d’autres protéines
associées à ces récepteurs. La région située entre les deux domaines SH2 lie le
domaine de liaison à p85 présent dans la sous-unité catalytique p 110. La fonction
principale des protéines p85 est donc de recruter la sous-unité catalytique à la
membrane plasmique où se trouve ses substrats. De plus, la sous-unité régulatrice
inhibe l’activité enzymatique de p110 en absence de signal et cette inhibition est
levée lorsque les domaines SH2 de p85 interagissent avec des tyrosines
phosphorylées (Yu et al., 1998a). Finalement, la sous-unité p85 stabilise la sous-unité
pi 10 en retardant sa dégradation, ce qui explique pourquoi p110 n’est pas observée
sous forme de monomère dans des conditions physiologiques (Yu et al., 1998b). Les
isoformes p85cL et p8513 contiennent également un domaine N-terminal SH3 et un
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domaine homologue à Bcr (BH) , aussi appelé RBD (Ras binding domain), qui sont
absents des sous-unités p50 et p55. Le domaine SH3 permet des interactions
supplémentaires avec des protéines contenant des régions riches en prolines comme
Sos et c-cbl. Ces interactions sont importantes pour le recrutement du dimère
pi lO/p$5 à la membrane (Kivens et al., 199$). Le domaine BHJRBD quant à lui,
permettrait l’interaction de la sous-unité régulatrice avec des petites GTPases comme
Rac et Cdc42 (Beeton et al., 1999; Touas et al., 1995).
La classe lB contient une seule protéine, pi lŒy, qui ressemble au niveau structural et
fonctionnel aux p110 de la classe TA, excepté qu’elle ne contient pas de domaine de
liaison à p85 (Stoyanov et al., 1995). pi iŒy présente aussi un domaine N-terminal
homologue à la pleckstrin (PH) qui pourrait être impliqué dans l’interaction de cette
protéine avec des lipides. pi iŒy est activée par les récepteurs couplés aux protéines G
(GPCR). La stimulation d’un GPCR mène à l’activation du complexe protéique
hétérotrimériques GŒy par l’échange du GDP pour un GTP sur la sous-unité GŒ. Cet
échange permet la dissociation des sous-unités G qui peuvent activer pi lOy. Ce
mécanisme requiert une autre sous-unité régulatrice, p101, qui ne présente pas de
similarité au niveau de sa séquence protéique avec les p85 (Krugmann et al., 1999)
(Stephens et al., 1997).
Les PI3K de classe II ont deux substrats in vitro, le PI et PT4P (Arcaro et al., 199$).
Certains résultats suggèrent cependant que le P14,5P2 puisse aussi être un substrat des
PI3K de classe II (Gaidarov et al., 2001). La spécificité des PI3KC2 in vivo n’est pas
démontrée. Cette classe regroupe trois enzymes chez les mammifères, PI3KC2Œ,
PI3KC2f3 et PI3KC2y, qui sont codées par trois gènes, Pik3c2a, Pik3c2b et Fik3c2c.
Les PI3KC2 sont des protéines d’environ 170 kDa et ne nécessitent pas de sous-unité
régulatrice comme les enzymes de la classe I. Elles présentent également une
organisation modulaire distincte avec un domaine N-terminal C2, un domaine de
liaison à Ras, un motif de liaison aux phosphotyrosines, un domaine catalytique et un
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domaine C-terminal C2. PI3KC2Œ est localisée de façon prédominante dans le réseau
trans-goÏgien et aux niveaux des vésicules recouvertes de clathrine (Domin et al.,
2000; Prior and Clague, 1999). D’ailleurs, il a été montré que le domaine N-terminal
de PI3KC2Œ interagit avec les clathrines et que ces dernières pouffaient servir à
recruter cette enzyme au niveau des vésicules (Gaidarov et al., 2001). D’autres
indices expérimentaux suggèrent que les enzymes de classe II sont activées en aval
des récepteurs à activité tyrosine kinase, des récepteurs à cytokines et des intégrines
(Arcaro et al., 2000; Brown et al., 1999; Tumer et al., 1998; Urso et al., 1999).
La classe III des PI3K est représentée par une enzyme unique, PI3KIII, aussi appelée
Vps34p d’après son homologue chez la levure (Schu et al., 1993; Volinia et al.,
1995). Vps34p a comme seul substrat le phosphatidylinositol (PI) et comme seul
produit le PI3P, ce qui en fait la seule véritable phosphatidylinositol 3-kinase des
mammifères. fi en découle que la majorité du PI3P dans la cellule est produit par la
PI3KIII (Vanhaesebroeck et al., 1997a). La sous-unité catalytique Vps34 se retrouve
sous forme d’un complexe avec une sérine-thréonine kinase, pl5ONpsl5p, qui agirait
comme sous-unité régulatrice afin de permettre le recrutement de Vps34p aux
membranes (Panaretou et al., 1997). La PI3KIII serait localisée principalement sur les
endosomes où elle joue un rôle prédominant dans le transport intracellulaire en
générant le PI3P (Wurmser et al., 1999).
1.3.3.2. Phosphatidylinositol 4-kinases
Les phosphatidylinositol 4-kinases (PI4K) sont des enzymes capables de
phosphoryler le phosphatidylinositol (PI) en position 4’ et qui génèrent du PI4P. Il
existe quatre PI4K chez les mammifères, classées selon deux types, type II et type III
(la protéine type I étant en fait une PI3K). Les deux PI4K de type II, PI4MRx et
PI4KIIf3, sont codées par les gènes Pi4k2a et Fi4k2b respectivement, alors que
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PI4KIIIŒ et PI4Kfflt3 sont codés par les gènes Pi4kca, Pi4kcb (Nakagawa et aï.,
1996) (Balla et al., 1997; Barylko et al., 2001; Minogue et al., 2001).
La PI4KIIŒ contribue de façon importante aux niveaux de PI4P dans la cellule et est
localisée principalement à l’appareil de Golgi où elle joue un rôle important dans le
transport vésiculaire du réseau trans-golgien (TGN). Son rôle est de produire le PI4P
qui permet le recrutement des clathrines APi dans le TGN. Son inactivation à l’aide
d’ARNi cause le relâchement de APi du Golgi et la fragmentation de cette organelle
(Wang et al., 2003). La PI4KTT3 est quant à elle une protéine cytoplasmique qui est
recrutée à la membrane et activée par la petite GTPase Rad (Wei et al., 2002).
La PI4KllIc est localisée au réticulum endoplasmique, mais il n’existe jusqu’à
présent aucun indice du rôle qu’elle pourrait jouer dans la cellule (Nakagawa et al.,
1996). La P14K11113 est une protéine soluble qui est recrutée de façon dynamique à la
membrane de l’appareil de Golgi. Ce recrutement de la P14K11113, de même que son
activation, dépendent de ARF1, une petite GTPase impliquée dans le transport
vésiculaire (Godi et al., 1999).
1.3.3.3. Phosphatidylinositol phosphate 5-kinases
On regroupe dans la famille des phosphatidylinositol phosphate 5-kinase (PW5K)
quatre enzymes chez les mammifères, PW5Klix, PW5K113, PW5KJ’y et PIK-FYVE
(Ishihara et al., 1996; Loijens and Anderson, 1996; Itoli et al., 199$).
Malheureusement, pour des raisons historiques, un malentendu entre la nomenclature
chez la souris et l’humain perdure depuis l’identification de ces gènes chez les
mammifères. PW5KIŒ est l’homologue humain de Pip5kI3 chez la souris, alors que
PW5KE3 est l’homologue de Pip5klcx. In vivo PW5KIŒ, PW5KII3 et PW5Kty sont en
fait des phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinases qui utilisent le PI4P comme
substrat et qui sont responsables de la majorité de la production du P14,5P2 dans la
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cellule. In vitro ces trois enzymes sont également capables de produire du PI5P,
P13,5P2 et du P13,4,5P3 à partir de PI, du PI3P et du PI3,4P respectivement, mais
cette fonction n’est pas démontrée in vivo (Tolias et al., 1998; Fruman et al., 199$).
PIK-FYVE est plutôt considérée comme une phosphatidylinositol 3-phosphate 5-
kinase puisqu’elle est responsable in vivo de la production de P13,5P2 à partir PT3P
(]konomov et al., 2002).
PIP5Klix et PW5KIj3 sont localisées principalement à la membrane plasmique, site le
plus important de production P14,5P2. Ce lipide est impliqué notamment dans le
contrôle de la polymérisation de l’actine et la surexpression de PIP5KIf3 provoque
effectivement une polymérisation massive de l’actine dans la cellule (Shibasald et al.,
1997). En accord avec ces observations, d’autres expériences ont démontré que
P1P5KIa et PW5KIf3 seraient des effecteurs important de petites GlPases impliquées
dans le remaniement du cytosquelette comme RhoA, Rad et Arf6 (Honda et al.,
1999). PW5KIy est la principale PW5K présente au niveau des synapses dans le
système nerveux et est un régulateur important du recyclage des vésicules
synaptiques (Wenk et al., 2001).
PIK-FYVE, comme son nom l’indique, contient un domaine FYVE qui lie le P13?
présent sur la membrane endosomale (voir section 1.3.3.1.3.) et qui est essentiel à la
localisation de cette enzyme à la surface des endosomes (Sbrissa et al., 2002).
L’expression d’un mutant phosphatase inactive de cette enzyme provoque
l’apparition anormale de vacuoles dans la cellule et ce phénotype peut être corrigé par
la micro-injection de PI3,5P dans le cytoplasme. Ces résultats indiquent que la
production de P13,5P2 par PIK-FYVE est essentiel à l’intégrité du compartiment
endosomal (flconomov et al., 2002).
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1.3.3.4. Phosphatidylinositol phosphate 4-kinases
On a identifié trois enzymes capables de phosphoryler le phosphatidylinositol 5-
phophaste en position 4’, PW4KŒ, PW4Kf3 et PW4K7 (Bazenet et al., 1990)
(Boronenkov and Anderson, 1995; Itoh et al., 199$). Ces enzymes ont d’abord été
identifiées comme des PIP5K de type II capables de phosphoryler en position 5’ une
préparation commerciale de PI4P, c’est pourquoi ils ont initialement été nominés
PlP5Kllo, PW5KTIf3 et PW5KIIy. On s’est aperçu par la suite que la préparation de
PI4P, extraite de cerveau de boeuf, contenait également du PI5P qui est en fait le
substrat utilisé par ces enzymes pour produire du P14,5P2 (Rameh et al., 1997). Les
PW4K peuvent également phosphoryler le PI3P afin de produire de P13,4P2 (Zhang et
al., 1997). On possède très peu d’information sur le rôle de ces trois enzymes dans la
cellule excepté que PW4Kj3 localise partiellement au noyau et que PW4Ky est une
protéine résidente du réticulum endoplasmique (Cimela et al., 2000; Itoh et al., 1998).
Nous venons de voir dans cette section que de nombreuses enzymes sont impliquées
dans l’ajout de groupement phosphate sur les différents phosphoinositides. Ces
kinases permettent de générer sept différents phosphoinositides dans les membranes
cellulaires. Ces phosphoinositides ont chacun des effets et des rôles distincts dans la
cellule. J’aborderai, dans la prochaine section, différents modes d’action des
phosphoinositides.
1.3.3. Mécanisme d’action des phosphoinositides
On distingue trois mécanismes par lesquels des phospholipides membranaires comme
les phosphoinositides peuvent modifier la fonction de protéines cytoplasmiques afin
d’induire une cascade signalitique, un changement dans le cytosquelette, un transport
vésiculaire donné ou tout autre évènement contrôlé par les PIs 1) les PIs peuvent
recruter spécifiquement une protéine à une membrane, modifiant ainsi sa localisation
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cellulaire; 2) ils peuvent induire un changement dans la structure tertiaire de la
protéine, exposant ainsi un domaine ou un module qui est normalement masqué; 3)
les PIs peuvent aussi, dans certains cas, induire un changement conformationnel de la
chaine polypeptidique, modifiant ainsi la structure secondaire et l’activité de cette
protéine.
1.3.3.1. Modules protéiques capables de lier tes phosphoinositides
Le recrutement d’une protéine donnée à une membrane intracellulaire par un certain
type de PI implique que cette protéine possède la capacité de lier de façon spécifique
ce lipide. Ce recrutement permettra par exemple à une kinase de se retrouver en
présence de son substrat ou vice versa. Conmie c’est le cas pour les modules
protéiques capable de reconnaitre les phosphotyrosines (SH2, etc.), il existe un
certain nombre de modules capables de reconnaitre les groupements
phosphoinositides et ces modules se retrouvent dans une grande variété de protéines.
On a découvert et caractérisé au cours des dernières années, toute une série de ces
domaines, les plus répandus et les mieux caractérisés étant les domaines PH, PX,
FYVE et ENTH (voir Figure 1-18). Ii existe aussi d’autres domaines, comme les
domaines SH2 et C2, qui, dans certain cas, démontrent une capacité de liaison
spécifique pour certain phosphoinositides.
1.3.3.1.1. Domaines PH
Le domaine homologue à la pleckstrine (PH) est le mieux caractérisé parmi les
modules de reconnaissance des PIs. Depuis sa découverte en 1993 (Mayer et al.,
1993; Haslam et al., 1993), cette séquence de 120 acides aminés a été trouvée dans
plusieurs centaines de protéines chez l’humain et chez la souris (Schultz et al., 2000).
Les domaines PH semblent très versatiles et seulement une minorité d’entre eux lient
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véritablement les PIs, les autres ayant évolués afin d’adopter d’autres fonctions
moléculaires. La structure du domaine PH se compose de l’empilement de sept
feuillets beta recouvert d’une hélice alpha amphipatique en C-terminai (Hyvonen et
al., 1995). Une série de boucles variables qui émergent d’un coin de l’empilement de
feuillets beta forment une poche chargée positivement qui lie les PIs (voir figure 1-
19)(Harlan et al., 1994).
La reconnaissance spécifique de six PIs différents par des domaines PH a été
démontrée jusqu’à aujourd’hui (Figure Ï-18). La cible la plus fréquente des domaines
PH est le P13,4,5P3. Ce lipide est lié fortement par le domaine PH de protéines
recrutées à la membrane plasmique suite à un stimulus extracellulaire comme Btk
(une tyrosine kinase de la famille de Tee), Grpl (un facteur d’échange du GDP) et
plusieurs autres protéines impliquées dans la transduction de signaux. D’autres
tyrosine kinases comme AKT et des protéines adaptatrices comme DAPP1 lient aussi
le P13,4,5P3 que le P13,4P2 via leur domaine PH. Cette double spécificité permettrait
de maintenir ces protéines plus longtemps à la membrane plasmique, après que le
P13,4,5P3 généré à la suite de l’engagement d’un récepteur a été converti en P13,4P2,
un PI ayant un plus longue durée de vie (Lemmon and Ferguson, 2000). Certains
domaines PH lient spécifiquement les phosphatidylinositol monophosphates comme
le PI3P et le PI4P. Au moins un domaines PH, celui de la centaurine f32, lie
spécifique le P13,5P2. Alors que les domaines PH de la PLOE et de la spectrine
présentent une affinité pour le P14,5P2 (Dowler et al., 2000).
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Figure 1-1$. Représentation de divers modules protéiques capables de lier des phosphoinositides.
Les ligands correspondant à chaque domaine sont indiqués en bas. Des exemples de protéines
contenant chacun des domaines sont inscrits en haut (Overduin et al.. 2001).
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1.3.3.1.2. Domaines PX
Le domaine homologue à Phox (PX) est une séquence primaire de 120 acides aminés
et nommée d’après la NADPH oxydase impliquée dans la phagocytose des
pathogènes par les macrophages (Ponting, 1996). Environ cinquante protéines
humaines contiendraient un domaine PX, la plupart étant localisées sur des
membranes intracellulaires (Schultz et al., 2000). La structure du domaine PX de
a permis de montrer que ce type de module protéique est composé de trois
feuillets beta antiparallèles suivis de trois hélices alpha (voir figure 1-19)(Hiroald et
al., 2001). La liaison au groupement inositol phosphorylé est assurée par un motif
comprenant deux acides aminés basiques suivit d’une tyrosine ou d’une
phénylalanine (RR) et situé dans un sillon entre deux des hélices (Cheever et al.,
2001).
La plupart des domaines PX caractérisés jusqu’à ce jour, incluant p4OPhb0x (une sous-
unité de la NADPH oxydase), Vam7p (un SNARE chez la levure) et plusieurs
nexines (SNX) se lient préférentiellement au PI3P (Ellson et al., 2001; Cheever et al.,
2001; Xu et al., 2001). p470X lie plutôt le P13,4P2 via son domaine PX, alors que la
kinase Cpk lie plus spécifiquement Je P14,5P2 (Kanai et al., 2001; Song et al., 2001).
Les cellules phagocytaires utilisent la NADPH oxydase afin de détruire les
microorganismes en générant des espèces réactives d’oxygène (ROS). Certaines des
sous-unités de la NADPH oxydase, comme p400x, 67Phox et p470X, sont localisées
dans le cytoplasme. Suite à un événement d’activation, ces protéines sont
transloquées à la membrane où résident les autres sous-unités catalytiques de la
NADPH oxydase. Des PI kinases et des PI phosphatases sont requises afin de générer
le PI3P et le P13,4P2 au niveau de la membrane du phagosome et permettre le
recrutement des sous-unités p400x, 67Phox et p4710X (ElIson et al., 2001). Une
mutation dans le motif basique (RRØ) du domaine PX de p470X est responsable d’un
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défaut dans l’activation de la NADPH oxydase dans la granulomatose chronique
(Noack et al., 2001).
1.3.3.1.3. Domaines FYVE
Le motif FYVE (aussi appelé RING FYVE et FYVE fingers) est composé de 65
acides aminés et a été découvert comme un domaine capable de lier spécifiquement le
PI3P (Burd and Emr, 199$; Gaullier et al., 199$). Trente sept protéines chez l’humain
contiendraient un domaine FYVE qui tire son nom de quatre de ces protéines, Fabi,
1GL023, Vsp27 et EEA1 (Kutateladze et al., 1999). Les domaines FYVE de EEA1,
Hrs et Vsp37 présentent tous la même structure composée d’une paire de feuillets
beta et d’une courte hélice alpha (voir figure 1-19). Deux ions de zinc, coordonnés
chacun par quatre cystéines, stabilisent le repliement de ce motif (Kutateladze and
Overduin, 2000; Misra and Hurley, 1999; Mao et al., 2000). Un motif conservé,
RRHHCR, est essentiel à la liaison des groupements phosphate en position 1’ et 3’ du
P13P.
La grande majorité des protéines contenant un domaine FYVE sont impliquées dans
le transport et la maturation des endosomes (Gillooly et al., 2001). Ceci s’explique
par le fait que le PI3P est produit en grande quantité à la surface des endosomes par la
PI3KIII (voir section 1.3.3.1.), alors que le domaine FYVE est le principal domaine
de liaison au PI3P. La protéine EEA1 (earÏy endosomal antigen 1) par exemple est
recrutée aux endosomes par son domaine FYVE et est impliquée dans le recrutement
d’un complexe incluant la petite GTPase RabS et des SNARE qui permettent la
fusion entre les membranes vésiculaires (Simonsen et al., 199$). On retrouve aussi un
domaine FYVE dans PIK-FYVE, une PI3P5K (voir section 1.3.3.3.), qui lui permet
d’être recrutée au niveau des endosomes. Le même motif est présent dans les
protéines de la famille des myotubularmnes (MTM et MTMRs) qui sont en fait des
phosphatidylinositol 3-phosphatases (voir section 1.3.4.1.).
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Figure 1-19. Structure de quatre domaines de liaison aux phosphoinositides.
Le domaine PH de Grpl lié au P13,4,5P3, le domaine PX de p47°’ sans ligand, le domaine ENTH de
CALM lié au P14,5 P2 et le domaine FYVE de EEAI lié au PI3P. Dans les quatre représentations les
lysines et les arginines impliquées dans la liaison aux groupement phosphates sont en bleti. Dans la
représentation du domaine PX deux prolines sont en aune et un résidu phénylalanine est en
Dans les autres modèles. les histidines impliquées dans la liaison aux phosphoinositides sont en sert
(Overduin et al.. 2001).
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1.3.3.1.4. Domaines ENTH
Le domaine «Epsin N-terminal homology» (ENTH aussi ANTH) est présent dans
des protéines comme AP18O, CALM et l’Epsin impliquées dans l’endocytose et plus
précisément dans l’assemblage des clathrines (Kay et al., 1999). Les domaines
ENTH, formés de neuf hélices alpha, lient spécifiquement le P14,5P2 via un site de
liaison qui inclut trois lysines et une histidine (voir figure l-19)(Itoh et al., 2001). fi
est surprenant de constater que le domaine ENTH est le plus gros des modules de
liaison aux PI, alors qu’il présente pourtant le plus petit site de liaison au PI. fi semble
que ce domaine soit aussi impliqué dans des interactions avec d’autres protéines.
C’est le cas pour CALM dont l’interaction avec les clathrines dépend de son domaine
ENTH, et de l’Epsin qui interagit avec des facteurs de transcription via son motif
ENTH (Tebar et al., 1999; Hyman et al., 2000).
1.3.3.1.5. Domaines C2
Les domaines C2 reconnaissent les phospholipides acides, comme l’acide
phosphatidique, et ont été identifiés d’abord comme la deuxième région conservée de
la protéine kinase C (PKC) (Parker et al., 1986). Environ 200 protéines humaines
contiennent ce motif de 130 acides aminés, incluant des phospholipases, des P13-
kinases, des PI phosphatases et des synaptotagmines. La structure du domaine C2 est
un empilement de huit feuillets beta, formant un motif de «clé grec» (Figure l-19b
A). fi existe deux topologies de C2, I et II, qui présentent simplement une
permutation entre les feuillets 1 et 8 (Figure 1-19b B). Des boucles reliant les
feuillets beta entre eux coordonnent des ions calcium (2-3) via des résidus d’acide
aspartique (Hurley and Misra, 2000) (Figure l-19b A et C).
Les domaines C2 peuvent lier les phospholipides membranaires de façon calcium
dépendante ou indépendante, d’autres peuvent interagir avec des protéines
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cytoplasmiques. Dans le cas, où la liaison aux lipides dépend du calcium, comme on
peut le voir à la figure 1-l9bD pour le domaine C2B de la synaptotagmine I, le site de
liaison au calcium est aussi le site d’interaction avec l’interface membranaire
(Rufener et al., 2005; Fernandez et al., 2001). Des résidus chargés positivement
(basiques), également situés près du site de liaison au calcium, sont impliqués dans
l’interaction avec les phospholipides de façon plus ou moins spécifique. En fait, les
boucles impliquées dans la liaison des ions Ca2 pénètrent même la couche lipidique.
(Figure l-l9bD). De façon intéressante, ce même domaine C2B de la synaptotagmine
I interagit de façon calcium dépendante avec les bicouches de phospholipides riches
en phosphatidylcholine et phosphatidylserine (PC/PS), alors qu’il peut aussi interagir
de façon calcium indépendante avec le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate
(P14,5P2) (Rufener et al., 2005).
D’autres études ont permis de montrer que certaines protéines contiennent un
domaine C2 qui lie spécifiquement des groupements inositols phosphorylés. La
rabphiline 3A et la synaptotagmine II, par exemple, lient le P13,4,5P3 et le P14,5P2
via leur domaine C2 (Mebrotra et al., 2000; Chung et al., 199$). Dans le cas de la
synaptotagmine II la liaison aux PI implique un groupement d’acides aminés basiques
qui sont à peu près conservés chez la rabphiline 3A. Considérant le nombre important
de protéines qui contiennent un domaine C2, il est fort probable que plusieurs autres
de ces domaines aient évolué de façon à lier spécifiquement des PIs.
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Figure 1-19b. Structure des domains C2 et liaison au calcium et aux phospholipides.
A) Structure du domaine C2A de la Synaptotagmine 1. Les huit feuillets beta sont représentés en bleu
et trois ions Ca2 sont représentés en orange. Ce domaine C2 est de topologie I. B) Représentation des
deux types de topologie de C2. C) Représentation des trois sites de liaison au calcium du domaine
C2A de la Synaptotagmine I. D) Orientation et position du domaine C2B de la synaptotagmine I sur
une bicouche de phospholipides composées de l-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
(POPC) et de l-palrnitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoserine (POPS). (Ruh.ner et al.. 2005:
Fernandez et al.. 2001).
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1.3.3.1.6. Autres motifs : Tubby, SH2 et DHR-1
Pour les cinq domaines dont je viens de discuter, à l’exception des domaines C2, la
liaison spécifique aux phosphoinositides est la règle générale. Par contre, il existe
d’autres domaines protéiques pour qui la liaison à certains PI est une exception. En
particulier, certains domaines Tubby et SH2 lient les phosphoinositides avec plus ou
moins de spécificité. Un autre motif, récemment identifié, DHR-l, lie spécifiquement
le P13,4,5P3.
fi a été montré que le domaine SH2 de l’oncogène c-src et celui de sous-unités
régulatrices p85 de la PI3K pouvaient interagir avec le P13,4,5P3. De plus, cette
interaction est en compétition avec le ligand plus typique de ces domaines SH2, les
phosphotyrosines (Rameh et al., 1995). Un mécanisme similaire a été décrit pour
l’interaction du motif SH2 de la PLCy avec le P13,4,5P3 (Rameh et al., 1998).
Le domaine tubby se retrouve dans au moins quatre protéines humaines, dont la
protéine Tubby. Cette séquence de 260 acides aminés forme un baril beta contenant
une hélice alpha. L’extérieur du baril tubby contient une poche basique conservée qui
peut lier le P14,5P2, le P13,4P2 et le P13,4,5P3 (Santagata et al., 2001). Cette liaison
servirait, en présence de P14,5P2, à séquestrer Tubby à la membrane plasmique
jusqu’à ce que la phospholipase C clive le P14,5P2, libérant ainsi la protéine afin
qu’elle puisse entrer dans le noyau pour réguler la transcription de certains gènes.
Récemment, un nouveau motif de liaison au P13,4,5P3 a été identifié dans la protéine
DOCK 180, un facteur échange du GDP pour la GTPase Rac (Cote et al., 2005). Ce
motif appelé DHR-1 (DOCK homology region-l) et qui présente une certaine
ressemblance avec un domaine C2, interagit in vitro et in vivo avec le P13,4,5P3 et
permet le recrutement de DOCK18O à l’apex de la cellule en migration. Ce
recrutement est essentiel pour que DOCK18O puisse agir sur Rac et permet de relier
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la production de P13,4,5P3 et l’activation de Rac, deux phénomènes impliqués dans la
migration cellulaire.
1.3.3.2. Autres modes d’action
Un autre mode d’action des PI sur les protéines est l’induction d’un changement dans
la structure tertiaire suite à leur interaction. fl en résulte un dépliement de la protéine
qui permet l’exposition de domaines normalement masqués en absence de PI. Un
exemple frappant de ce type de mécanisme est l’effet du P14,5P2 sur l’Œ-actinine.
Cette protéine lie les filaments d’actine entre eux ou à d’autres protéines dans les
adhésions focales (Young and Gautel, 2000). En absence de PI4,5P2 l’Œ-actinine
existe sous la forme d’un homodimère antiparallèle dans lequel les sites de liaison
pour l’actine et la titine sont cachés par leur liaison à un site inhibiteur
complémentaire (Figure l-20). La liaison au P14,5P2 induit un changement dans la
structure de l’Œ-actinine et relâche ces liaisons autoinhibitrices, ce qui permet la
liaison à la titine et à l’actine. Des mécanismes similaires contrôleraient l’activité
d’autres protéines du cytosquelette comme la taline, N-WASP, la vinculïne et les
protéines de la famille ERM (Hilpela et al., 2004; Sechi and Wehland, 2000).
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Figure 1-20. Activation de l’a-actinine par sa liaison au P14,5P2.
Représentation schématique des domaines fonctionnels de l’homodimère d-actinine et des
changements conformationnels qui se produisent suite à la liaison aux phosphoinositides. Ces
changements conformationnels impliquent particulièrement l’exposition du site de liaison à l’actine
(ABD) et du site de liaison aux motifs ZR7 de la titine (CaM) (Janmey and Lindberg, 2004).
L’inactivation de certaines protéines liant l’actine peut également être accomplie par
le P14,5P2 en induisant un réarrangement de la structure polypeptidique. Par exemple,
des études spectroscopiques de la profiline ont montré que la liaison de cette protéine
au P14,5P2 augmente le contenu en hélices alpha et induit d’autres changements dans
la structure secondaire (Raghunathan et al., 1992). Des changements similaires ont
lieu dans la gelsoline lors de sa liaison au P14,5P2 (Xian and Janmey, 2002). La
gelsoline est une protéine qui coiffe les filaments d’actine, empêchant leur
élongation. En présence de P14,5P2, cependant, sa structure se modifie la rendant
incapable de lier l’actine et libérant les extrémités des filaments. Dans la protéine
repliée et liée à l’actine, le domaine de liaison au PI de la gelsoline se trouve sous la
forme d’un feuillet beta qui stabilise la structure du domaine de liaison à l’actine dans
la protéine (Figure 1-2 1). Lorsque lié au P14,5P2 cette partie de la protéine prend une
conformation en hélice alpha et cette transformation induit la désorganisation de tout
le domaine de liaison à l’actine (Puius et al., 2000).
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Figure 1-21. Inactivation du domaine de liaison à I’actine de la gelsoline par la liaison aux
phosphoinositides.
La liaison au P14,5P2 induit un changement dans la structure secondaire et tertiaire de la gelsoline. a)
En présence de phosphoinositide (PI) le domaine de liaison au PI est une hélice alpha (crt) qui
modifie la structure du domaine de liaison au PI et induit un changement conformationnel qui affecte
également le site de liaison à l’actine. b) En absence de P14,5P, le domaine potentiel de liaison au PI
prend la forme d’un feuillet beta (vert) qui stabilise la structure du domaine de liaison à l’actine dans
la protéine (Janmey and Lindberg, 2004).
Nous avons vu dans cette section que les phosphoinositides font appel à plusieurs
mécanismes afin d’induire des changements moléculaires dans la cellule.
L’implication d’une dizaine de modules capables de lier les PIs que l’on retrouve
dans des centaines de protéines, illustre bien l’incroyable diversité des voies de
signalisation contrôlées par les PIs. La caractérisation de la spécificité de liaison de
chacun de ces motifs pour les divers PIs sera l’un des enjeux de taille dans le domaine
des phospholipides aux cours des prochaines années. J’ai expliqué comment des
kinases pouvaient produire les différents dérivés phosphorylés du PI et comment ces
divers PIs pouvaient affecter des processus cellulaires. Nous verrons dans la
prochaine section comment une série de phosphatases est impliquée dans la
régulation négative des signaux induits par les PIs.
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1.3.4. Régulation négative par les phosphatidylinositol phosphatases
Dans les cellules eucaryotes la phosphorylation des résidus tyrosine, thréonine et
sérine par des kinases est contrebalancée par l’action de phosphatases. D’une façon
analogue, il existe des phosphatases capables de déphosphophoryler les
phosphoinositides sur des positions précises. Ainsi, il existe chez les mammifères des
phosphatidylinositol 3-, 4- et 5-phosphatases qui contrebalancent l’activité des
kinases décrites précédemment. La particularité des phosphatidylinositol
phosphatases ou des inositol polyphosphate phosphatases par rapport aux protéines
phosphatases est que suite à la déphosphorylation d’un PI donné elles génèrent un
autre PI. Ainsi, il serait faux de considérer que ces enzymes ont comme fonction de
mettre fin à un signal donné, puisqu’elles peuvent dans tous les cas en générer elles-
mêmes un nouveau. L’existence de ces phosphatases ajoute donc encore un niveau de
complexité de plus au système des phosphoinositides. Comme c’est le cas pour les PI
kinases, il existe une régulation spatio-temporelle des PI phosphatases (voir figure 1-
16). Certaines sont également présentes sous différentes isoformes résultant
d’épissages alternatifs de leur ARNm. J’aborderai dans cette section les fonctions
enzymatiques et biologiques des différentes inositol phosphatases et plus
particulièrement des inositol polyphosphate 4-phosphatases, sujets des études
expérimentales présentées dans cette thèse.
1.3.4.1. 3-phosphatases : PTEN, myotubularines et MTMRs
On connaît présentement deux types de phosphatidylinositol 3-phosphatase, les
phosphatases apparentées à PTEN et celles apparentées à la myotubularine MTM1.
Les phosphatases de la famille PTEN sont des phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate
3-phosphatases, alors que la myotubularmne (MTM1) et les protéines de la famille des
myotubularines (MTMR) sont en règle générale des phosphatidylinositol 3-
phosphatases.
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Figure 1-22. Régulation négative de la voie P13 kinase/AKT par la phosphatidylinositol 3-
phosphatase PTEN.
PTEN a un impact négatif sur la croissance, la survie et la division cellulaire (Sulis and Parsons, 2003).
La famille PTEN regroupe quatre enzymes chez les mammifères, PTEN, PTEN2,
TPTE et TPW. PTEN (phosphatase and tensin homolog on chromosome ten), aussi
connue sous le nom de MMAC1 (rnutated in multiple advanced cancers 1), est de loin
le membre le mieux caractérisé de cette famille. PTEN est un gène suppresseur de
tumeur localisé sur le chromosome 10q23. Des mutations germinales dans PTEN sont
associées à quatre syndromes autosomal-dominant: les syndromes de Cowden, de
Lhermitte-Duclos, de Bannayan-Zonana et de Proteus. Les patients souffrant de ces
syndromes présentent tous une prédisposition à développer des hamartomes (tumeur
constituée par une malformation due à une anomalie dans la genèse d’un organe ou
d’un tissu avant la naissance) ou d’autres tumeurs bénignes (Cantley and Neel, 1999).
De plus, des mutations somatiques dans PTEN ont été identifiées dans un grand
nombre de tumeurs malignes. Ces mutations se caractérisent toujours par une absence
d’expression de PTEN et une inactivation des deux allèles de ce gène, deux
caractéristiques que l’on associe généralement aux gènes suppresseurs de tumeurs
PTEN
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(Simpson and Parsons, 2001). Les souris déficientes en PTEN meurent in utero très
tôt au cours du développement. Par contre les souris hétérozygotes Pten sont
viables, mais développent plusieurs types de tumeurs (Di Cristofano et al., 199$;
Podsypanina et al., 1999).
PTEN présente un domaine C2 et un domaine tyrosine-phosphatase possédant une
double spécificité pour les lipides et les protéines (Maehama and Dixon, 1999). In
vitro, on a identifié certains substrats phospho-protéiques de PTEN, notamment Shc
et de récepteur du PDGF (Gu et al., 1999; Mahimainathan and Choudhury, 2004).
Cependant, il apparaît de plus en plus évident que l’activité lipide-phosphatase de
PTEN est la plus importante in vivo. L’activité lipide-phosphatase de PTEN est très
spécifique. PTEN reconnaît uniquement le P13,4,5P3 et le déphosphoryle en position
3’, générant du P14,5P2. Cette spécificité est d’autant plus remarquable que la
fonction enzymatique de PTEN est exactement l’inverse de celle des P13 kinases de
classe I (voir section 1.3.2.1.). De nombreuses études ont en effet démontré que le
rôle de PTEN est de contrôler de façon négative la voie PI3KIAKT (voir section
1.2.2.2.2.4.). Cette action négative de PTEN permet de réguler les signaux de
prolifération, de survie et de croissance induit par la PI3K et par AKT (voir figure 1-
22). En absence de PTEN la plupart des cellules présentent des niveaux élevés de
P13,4,5P3, de AKT phosphorylée et de p70 S6 kinase phosphorylée (S6K)
(Crackower et al., 2002). Ces cellules se caractérisent également par une
augmentation de la prolifération et de la croissance cellulaire et par une réduction de
l’apoptose.
PTEN est un gène ubiquiste et est donc exprimé dans tous les tissus. De plus, PTEN
est présent chez tous les eucaryotes, incluant la levure. Les autres membres de la
famille PTEN, soient TPTE, PTEN2 et TPW, sont spécifiques aux manmifères.
Alors que PTEN est une protéine cytoplasmique, recrutée à la membrane dans des
conditions particulières, les trois autres membres présentent tous la caractéristique
d’avoir des domaines transmembranaires dans leur partie N-terminale. TPTE, PTEN2
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et TPW présentent la même spécificité enzymatique que PTEN envers le P13,4,5P3.
Cependant, leur expression tissulaire est plus restreinte, TPTE et PTEN2 étant
exprimés uniquement dans les testicules, et TPIP étant exprimé seulement au niveau
des testicules, du cerveau et de l’estomac (Chen et al., 1999; Wu et al., 2001; Walker
et aL, 2001b). Finalement, ces trois protéines semblent localisées à l’appareil de
Golgi et au réticulum endoplasmique via leurs domaines transmembranaires. Donc,
bien qu’ayant la même activité enzymatique que PTEN, la spécificité de ces enzymes
est probablement basée sur une localisation différentielle.
La myotubularine (MTM 1) a été identifiée initialement comme Ïe gène muté dans la
myopathie myotubulaire liée au chromosome X, une maladie du développement
musculaire. Des mutations dans MTMR2, un gène apparenté à la MTM1, sont
responsables du type 4B du syndrome de Charcot-Marie-Tooth, une neuropathie
motrice et sensorielle (Maehama et al., 2001). En tout, chez l’humain, il existe huit
phosphatases apparentées aux myotubuïarines, MIMR1-8. MIM1, MTMR2,
MTMR3 et MTMR6 sont des phosphatidylinositol 3-phosphatases qui
déphosphorylent le PI3P et génèrent du PI. Ces enzymes ont également une activité
3-phosphatase contre le P13,5P2 (Schaletzky et al., 2003; Taylor et al., 2000). Le rôle
biologique des membres de la famille MTM, de même que leur lien avec les deux
pathologies énoncées plus haut, demeurent inconnu. Cependant, la spécificité de ces
enzymes envers le PI3P et le P13,5P2, suggère qu’elles pourraient être impliquées
dans le contrôle de la concentration de ces lipides à la surface des endosomes. De
plus, MTMR3 contient un domaine FYVE capable de lier le PI3P et donc,
possiblement, de permettre le recrutement de cette phosphatase aux membranes
endosomales (Walker et al., 2001a).
1.3.4.2. 5-phosphatases : OCRL, SHIP, et autres inpp5
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Parmi les inositol phosphatases, les 5-phosphatases forment le groupe le plus large et
le plus hétérogène. Le grand nombre d’enzymes et le fait qu’ils aient été clonés par
des groupes indépendants, fait de la nomenclature un véritable casse-tête pour cette
famille d’enzymes. J’ai essayé ici de rétablir un peu d’ordre en me basant sur une
nomenclature relativement simple élaborée par Philip W. Majerus en 1999 (Majerus
et al., 1999). Ces enzymes sont désignés comme étant des inositol polyphosphate 5-
phosphatase (Inpp5) puisque leurs multiples substrats présentent plusieurs
groupement phosphates. On connait quatre substrats des 5-phosphatases, dont deux
substrats lipidiques, le P14,5P2 et le P13,4,5P3, et deux substrats solubles, l’inositol
1,3 ,4,5-tetraphosphate (Ins 1,3 ,4,5P4) et 1’ inositol 1 ,4,5-triphosphate tIns 1 ,4,5P3).
Toutes les 1npp5 contiennent les mêmes deux motifs catalytiques suivants
(F/I)WXGDXN(F/Y)R et (RIN)XP(S/A)(W/Y)(CIT)DR(IJV)(L/I) séparé de 60 à 75
acides aminés. On peut séparer les Inpp5 en quatre classes d’après la spécificité de
leur substrat.
La classe I comprend une seule enzyme, I’inositol polyphosphate 5-phosphatase de
type I (Inpp5a) ou 5-phosphatase I. Cette phosphatase hydrolyse seulement des
substrats solubles, soient l’Insl,3,4,5P4 (W4) et l’Insl,4,5P3 (IP) (Laxminarayan et
al., 1994). Ces deux inositols ont la particularité d’être impliqués directement dans la
relâche du calcium dans le cytoplasme (voir section 1.2.1.3.). Des cellules
transfectées avec un ADNc antisens de la 5-phosphatase I présentent des niveaux
élevés de Ins 1 ,4,5P3 et de calcium intracellulaire, suggérant que les 5-phosphatases de
type I contrôlent effectivement la signalisation par le calcium (Speed et al., 1996).
La classe des 5-phosphatases de type II inclue la 5-phosphatase de type II (Inpp5b) et
OCRL1, deux enzymes identiques à 51% dans leur région catalytique sur plus de 744
acides aminés. In vitro ces enzymes hydrolysent les quatre substrats énumérés plus
haut (Ross et al., 1991). Cependant, d’autres études ont démontré que le substrat
majeur de OCLRÏ est le P14,5P2 (Zhang et al., 1998). Le gène OCRL est situé sur le
chromosome X et est muté chez les patients souffrant du syndrome de Lowe, aussi
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appelé dystrophie oculocérébrorénal (Attree et al., 1992). Cette maladie liée au
chromosome X se caractérise par un retard mental, des cataractes congénitales et une
dysfonction tubuÏorénale. La protéine OCRL1 est localisée au niveau du réseau trans
golgien (Suchy et al., 1995). De plus, les cellules rénales provenant de patients
souffrant du syndrome de Lowe, ont des niveaux élevés de P14,5P2 et un défaut dans
l’export des enzymes lysosomaux (Ungewickeil and Majerus, 1999). 11 est intéressant
de noter que, chez la souris, l’ablation du gène OcrÏ] ne cause aucun des défauts
retrouvés chez les patients souffrant du syndrome de Lowe (Janne et al., 1998).
Apparemment, contrairement à ce que l’on observe chez l’humain, Inpp5b et Ocrll
assurent des fonctions redondantes chez la souris, puisque la mutation d’un seul de
ces gènes ne cause pas de phénotype, alors que le double mutant OcrÏT’1npp5b
meurt très tôt in utero.
PWP (proline-rich inositol polyphosphate 5-phosphatase ou Pip5pa) est aussi une
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 5-phosphatase, mais on a très peu
d’informations sur cette protéine, excepté qu’elle peut être recruté dans les
ondulations de membranes (ruffling) suite à une stimulation à l’EGF (Gurung et al.,
2003).
Les 5-phosphatases de classes III hydrolysent seulement les substrats qui présentent
un phosphate en position 3’ de Ï’inositol, plus spécifiquement le P13,4,5P3 et
l’Insl,3,4,5P4. Cette classe inclut deux enzymes SHW1 (aussi SHW et Inpp5d) et
SHW2 (aussi lrippll). SHW1 et SHW2 présentent toutes deux un domaine SH2 d’où
elles tiennent leurs noms (SH2-containing inositol phosphatase) et partagent une
grande similarité au niveau de leurs fonctions (Damen et al., 1996; Liu et al., 1997;
Lamldn et al., 1997). Ces deux enzymes diffèrent cependant quant à leur patron
d’expression tissulaire, SHW1 étant majoritairement exprimée dans les tissus
hématopoïétiques, alors que SHW2 est exprimée dans la plupart des tissus. Comme
les phosphatases SHJP déphosphorylent le P13,4,5P3 elles agissent de façon similaire
à PTEN dans la cellule et sont des régulateurs négatifs de l’activation de la voie de
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AKT (Aman et aL, 1998). Les souris déficientes en SHW1 sont viables à la naissance,
mais développe rapidement un désordre myéloprolifératif. Ce défaut est causé par une
activation trop importante de la voie PI3KJAKT en aval de multiples récepteurs à
cytokines (Helgason et aL, 1998). Les souris déficientes en SHW2 (inppl]j
présentent une résistance à l’obésité induite par une diète riche en gras. Ces souris
sont également protégées de la résistance à l’insuline que provoque normalement une
telle diète (Sleeman et al., 2005). Sleeman et at. montrent également que la voie de
PI3KIAKT est activée de façon plus importante en réponse à l’insuline dans le foie et
dans les muscles squelettiques des souris Jnppl] que dans les souris sauvages. Ces
résultats sont en accord avec d’autres études qui impliquent SHW2 dans le contrôle
de la réponse à l’insuline en aval du récepteur à l’insuline (Clement et al., 2001;
Wada et al., 2001).
Les 5-phosphatases de type W forment une classe d’enzymes moins bien connues
capables d’hydrolyser uniquement les substrats lipidiques incluant le P14,5P2 le
P13,5P2 et le P13,4,5P3. Cette famille comporte deux enzymes SKJP et Inpp5e. SKIP
(skeletal muscle and kidney enriched inositol phosphatase) hydrolyse le P14,5P2 et le
P13,4,5P3 et est localisée au niveau du réticulum endoplasmique et de la membrane
plasmique (Gurung et al., 2003). Inpp5e ou 5-phosphatase W (cloné aussi sous le
nom d’inositol polyphosphate 5-phosphatase de 72 kDa) hydrolyse le P13,4,5P3 et le
PI3,5P en position 5’ et est localisée au niveau de l’appareil de Golgi (Kong et al.,
2000).
1.3.4.3. 4-pliosphatases : Sac, Inpp4a et Inpp4b
fl existe chez les mammifères deux familles de phosphatidylinositol 4-phosphatases,
les enzymes présentant un domaine Sac homologue à la protéines Saclp de levure et
ceux de la famille Jripp4 qui n’ont pas d’homologue chez la levure et que l’on
retrouve uniquement chez les métazoaires.
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Parmi la famille des phosphatases à domaine Sac on retrouve hSacl, hSac2, hSac3,
synaptojanine 1 et synaptojanine 2. Les 4-phosphatases à domaine Sac démontrent
une spécificité de substrat moins importante que les enzymes de la famille lipp4.
hSacl peut en effet déphosphoryler le PI4P et le PI3P iii vitro, alors que la fonction
des synaptojanines 1 et 2 est de déphosphoryler séquentiellement le P14,5P2 en
position 4’ et 5’, générant du PI (Nemoto et al., 2000; Rohde et al., 2003; Guo et al.,
1999). hSacl est localisée à l’appareil de Golgi et au réticulum endoplasmique,
suggérant que cette 4-phosphatase est responsable de la régulation du PI4P retrouvé
au niveau de cette organelle. Les synaptojanines se retrouvent plutôt au niveau des
vésicules enrobées de clathrines, là où les concentrations de leur substrat, le P14,5P2,
sont élevées. La synaptojanine 1 se retrouve plus spécifiquement dans les
terminaisons nerveuses associée aux membranes enrobées de clathrines (Haffner et
al., 1997). Les souris déficientes en synaptojanine 1 présentent des défauts
neurologiques et des terminaisons nerveuses qui accumulent de façon anormale les
vésicules enrobées de clathrines (Cremona et al., 1999).
fl existe deux inositol polyphosphate 4-phosphatases chez les mammifères, Inpp4a et
Inpp4b, aussi appelé type I et type II, respectivement. Les inositol polyphosphate 4-
phosphatases ont été purifiées à partir d’extraits de cerveau de rat, par le groupe de
Philip W. Majerus au début des années 90. Ces enzymes ont la capacité de
déphosphoryler en position 4’ le P13,4P2 et deux analogues solubles de ce lipide
1’ inositol 3 ,4-biphosphate (Ins3 ,4P2) et 1’ inositol 1,3 ,4-triphosphate (Ins 1,3 ,4P3)
(Bansal et al., 1990; Nonis and Majerus, 1994). Par la suite, des approches de
purification protéique et de clonage moléculaire ont permis de caractériser les
protéines Inpp4a et Inpp4b chez le rat et l’humain (Nonis et al., 1995; Norris et al.,
1997b). Ces deux phosphatases d’environ 105 kDa présentent 37% d’identité au
niveau de leurs séquences protéiques. Inpp4a et Inpp4b présentent toutes deux, dans
leur partie C-terminale, une séquence CKSAKDR, un motif retrouvé dans le site actif
de plusieurs phosphatases (Zhang and Dixon, 1994). Un étude subséquente de la
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séquence protéique de Inpp4a a permis de mettre en évidence la présence de deux
domaines C2 en tandem en N-terminale (Ivetac et al., 2005). Aucun autre motif n’a
été décrit comme étant présent dans Jnpp4a ou Inpp4b.
Une hybridation de type Northern sur des ARN provenant de tissus de rat montre que
Jnpp4a est exprimée dans tous les tissus testés et plus fortement au niveau du cerveau,
du coeur et du muscle squelettique (Norris et al., 1995). L’expression d’Jnpp4b a
quant à elle été vérifiée sur des tissus humains. Une forte expression de l’ARN
messager est détectée dans le coeur, le muscle et le cerveau (Norris et al., 1997b).
Tant Inpp4a que Inpp4b sont exprimées sous plusieurs formes de messagers,
suggérant qu’il existe différentes isoformes de ces enzymes.
Les travaux de Norris et aï. ont permis d’identifier deux des isoformes d’Inpp4a
conservés chez lnpp4b. Ces isoformes, nommés alpha et beta, résultent d’un épissage
alternatif du dernier exon (exon 24 et 25) qui modifie la portion C-terminale de la
protéine. Ainsi dans Inpp4aŒ et Jnpp4bŒ le C-terminal est hydrophile, alors que dans
Inpp4a3 et Inpp4b3 cette partie de la protéine présente un domaine hydrophobe
potentiellement membranaire (Norris et al., 1997b). Deux autres isoformes d’INPP4A
ont été identifiés plus récemment dans les plaquettes humaines, E’1PP4AŒ2 et
INPP4Au3 (Shearn et al., 2001). Dans INPP4AŒ2 l’exon 16 du gène INPP4A n’est
pas inclus, ce qui résulte en l’absence d’une séquence de 33 paires de bases dans le
messager et de 11 acides aminés dans la protéine. INPP4AŒ3 résulte de l’utilisation
d’un site d’épissage donneur alternatif dans l’intron 15 et de l’inclusion dans le
messager de 120 pb en aval de l’exon 15 d’INPP4A. INPP4AŒ3 présente ainsi une
insertion de 40 acides aminés. Le rôle joué par ces deux épissages alternatifs dans la
fonction d’INPP4Ao n’a pas encore été étudié. De même, la fonction des isoformes
potentiellement membranaires Inpp4af3 et 1npp4a3 demeure spéculative.
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L’une des caractéristiques d’lnpp4a et d’Inpp4b est la présence de séquences PEST
dans la partie centrale de la protéine (Norris et aL, 1997a). Les séquences PEST sont
des motifs riches en proline, en acide glutamique et aspartique, en serine et en
thréonine, que l’on retrouve dans les protéines soumises à la protéolyse par la
protéase calpaïne (Rechsteiner and Rogers, 1996). Une étude suggère que fl’1PP4A
serait clivée par la calpaïne dans les plaquettes humaines suite à une stimulation à la
thrombine. Cette protéolyse est accompagnée d’une réduction de l’activité 4-
phosphatase dans les plaquettes (Norris et al., 1997a). fl est intéressant de constater
que certaines des séquences PEST présentes dans NPP4AŒ1 sont modifiées dans les
isoformes NPP4AŒ2 et INPP4AŒ3 (Sheam et al., 2001).
Une autre étude a montré que INPP4AŒ forme un complexe avec la sous-unité
régulatrice p85 de la P13 kinase dans le cytoplasme des plaquettes (Munday et al.,
1999). Ce complexe est partiellement recruté au cytosquelette d’actine suite à une
stimulation à la thrombine. Cette association permettrait de localiser INPP4Ao au site
de production de P13,4P2. Ce type d’association entre la sous-unité régulatrice p85 et
une inositol phosphatase avait déjà été montré pour une 5-phosphatase (Liu et al.,
1996).
Des travaux du groupe de S.H. Orkin ont montré que l’expression de Inpp4a était
réduite dans les mégacaryocytes déficients en GATA- 1, un facteur de transcription à
doigts de zinc impliqués dans l’hématopoïèse (Vyas et al., 2000). Les
mégacaryocytes Gata-]’ hémizygotes (Gatal est localisé sur le chromosome X)
présentent un défaut dans leur maturation et prolifèrent de façon incontrôlée
(Shivdasani et al., 1997). La réexpression de Inpp4a dans ces cellules réduit
considérablement leur prolifération, suggérant que la sous-expression d’Inpp4a dans
les mégacaryocytes Gata-]’ est en partie responsable du phénotype
d’hyperprolifération. Inpp4a a également un effet anti-prolifératif sur les fibroblastes
Nu 3T3 en culture (Vyas et al., 2000). Ces résultats suggèrent que lnpp4a pourrait
être un régulateur négatif de la prolifération cellulaire.
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À ce jour, aucune ablation génique ciblée n’a été décrite pour les gènes Inpp4a ou
Inpp4b chez la souris (voir chapitre 5). Cependant, une mutation spontanée dans
Inpp4a a été décrite chez la souris weeble (wbl). Cette mutation récessive consiste en
une délétion d’une paire de base dans l’exon 10 d’Inpp4a qui résulte en un
changement du cadre de lecture du messager et l’apparition d’un codon non-sens
(stop) à l’acide aminé 263 (Nystuen et al., 2001). De façon intéressante, la présence
de ce codon non-sens est associée avec l’absence complète de messager codant pour
Inpp4a chez la souris wbï, suggérant qu’un mécanisme de «nonsens-mediated
decay» (NMD) est responsable de la dégradation du messager. On peut donc
considérer que l’allèle wbÏ est un allèle nulle d’Inpp4a. Les souris homozygotes pour
la mutation wbÏ présentent un phénotype d’instabilité locomotrice et d’ataxie dès
l’âge de 2 semaines et meurent généralement avant 3 semaines. Ce défaut semble
causé par une perte post-natale de plusieurs populations de neurones dans le cervelet
et dans le champs CAl de l’hippocampe. Les cellules de Purldnje sont
particulièrement touchées dès le jour 6 post-natal. Cette disparition progressive des
neurones est associée à une mort cellulaire par apoptose plus importante dans le
cervelet et l’hippocampe des souris wbÏ. Des hybridations in situ ont permis de
montré que Inpp4a était exprimé fortement dans les cellules de Purkinje, mais
également dans l’hippocampe et le reste de l’encéphale. L’ensemble de ces résultats
suggère un rôle important pour Jnpp4a dans la survie des neurones après la naissance.
Le mécanisme moléculaire par lequel cette enzyme est impliquée dans ce processus
reste cependant à être découvert.
Des indices expérimentaux suggèrent également un rôle pour Jnpp4aŒ dans la
production de PI3P à la surface des endosomes. Une étude très récente démontre que
dans les cellules COS-1, Jiipp4ac est localisé principalement à la surface des
endosomes (Ivetac et al., 2005). La stimulation des cellules avec le facteur de
croissance EGF induit cependant le recrutement de Inpp4aŒ à la membrane
plasmique. La localisation aux endosomes dépend des deux domaines C2 en tandem
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qui sont capables de lier in vitro de façon plus ou moins spécifique le PI4P, le P13,4P2
et la phosphatidylsérine. La localisation membranaire de Inpp4aa suite à une
stimulation à l’EGF dépendrait plutôt des domaines central et catalytique de la
protéine. Cette étude suggère finalement que l’activité d’Inpp4ac serait à la surface
des endosomes et participerait à la production de PI3P, le produit de cette enzyme, et
à la membrane plasmique afin de réduire la quantité de P13,4P2, son substrat. Un rôle
pour Inpp4ac dans la production de PI3P à la surface des endosomes est appuyé par
une autre étude qui a montré que Inpp4a et Shipi étaient requis afin de permettre la
production de PI3P à partir de P13,4,5P3 selon les réactions séquentielles suivantes
P13,4,5P > P13,4P2 > P13P
Shipi Jnpp4a
Cette production de PI3P serait essentielle au recrutement de p400x, à l’activation de
la NADPH oxydase et à la production de ROS (Ellson et al., 2001). Le recrutement
de la NADPH oxydase se produit au cours de la phagocytose et de la fusion des
phagosomes avec les endosomes précoces. La localisation de Inpp4aŒ à la surface
des endosomes, une fonction enzymatique dans la production de PI3P et un rôle dans
l’activation de la NADPH oxydase sont donc des observations concordantes.
Deux autres protéines chez l’humain, P-RexÏ et P-Rex2, contiennent un domaine 4-
phosphatase moins bien conservé en N-terminal (Welch et al., 2002; Donald et al.,
2004; Rosenfeldt et al., 2004). Les protéines de la famille P-Rex sont des facteurs
d’échanges de guanines (GEF) pour Rac et sont activées par le P13,4,5P3 et par les
récepteurs à protéines G hétérotrimériques. Le domaine 4-phosphatase présent dans
P-Rexl et P-Rex2 est seulement identique à 26% avec celui d’Inpp4b au niveau de la
séquence en acides aminés. Cependant, les résidus cystéine et arginine du site actif
(CXXXXXR) sont conservés chez P-Rexl et P-Rex2, suggérant que ce domaine est
enzymatiquement fonctionnel. Welch et al. ne sont pas parvenu à observer d’activité
4-phosphatase pour P-Rexl lorsqu’ils l’ont testé sur du P13,4,5P3 et du P13,4P2. Ce
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résultat suggère deux conclusions 1) au cours de l’évolution le domaine 4-
phosphatase de P-Rexl et P-Rex2 sont devenus inactif. Ce domaine pourrait avoir
d’autres fonctions, comme celui de lier les phosphoinositides; 2) le domaine 4-
phosphatase des protéines P-Rex est toujours actif enzymatiquement, mais sa
spécificité a évoluée et ces phosphatases pourraient maintenant avoir une préférence
pour d’autres substrats. Cette deuxième hypothèse demeure plausible, d’autant plus
que l’activité phosphatase des protéines P-Rex n’a pas été testée sur tous les
phosphoinositides. II est possible également que les domaines 4-phosphatase de P
Rexi et P-Rex2 aient évolué afin de déphosphoryler des substrats non-lipidiques
comme des phosphoprotéines.
Nous venons de voir qu’il existe un nombre limité d’informations sur la fonction de
Inpp4a dans les cellules. fl reste donc à réconcilier les observations faites in vitro
avec les phénotypes observés in vivo chez la souris weebÏe. D’autre part, aucune
étude n’a été publiée concernant la fonction biologique d’Jnpp4b. H reste donc
beaucoup à faire concernant l’étude des inositol polyphosphate 4-phosphatases.
Cependant, les résultats présentés dans cette thèse permettent de suggérer un nouveau
rôle pour Inpp4b dans la différenciation, l’activité des ostéoclastes et l’homéostasie
osseuse (voir Chapitre 2). Mes travaux m’ont permis également d’identifier et de
caractériser le gène Inpp4b chez la souris, d’étudier la localisation subcellulaire des
isoformes Inpp4bŒ et kpp4b3 et de cloner un nouvel isoforme d’Inpp4b, Jnpp4bŒs
(voir Chapitre 3). Finalement, j’ai pu développer des outils génétiques permettant
l’ablation conditionnelle d’Inpp4b chez la souris afin de mieux comprendre son rôle
in vivo (voir Chapitre 4 et 5).
Jusqu’à présent cette section nous a permis de voir de façon générale la synthèse, la
dégradation et la fonction des phosphoinositides. J’aborderai, avant de clore cette
partie, les différents rôles joués par les phosphoinositides dans le métabolisme osseux
et plus particulièrement dans la différenciation et la fonction des ostéoclastes.
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1.3.5. Rôles des P13 kinases, des phosphatidylinositol phosphatases et des
pliosphoinositides dans le métabolisme osseux
Un nombre toujours croissant d’études montre que la P13 kinase est impliquée dans
plusieurs processus au niveau de l’ostéoclaste. J’ai déjà expliqué comment la PI3K
était activée en aval de RANK et coiument son activité était importante pour la survie
et la différenciation des ostéoclastes (voir section 1.2.2.2.2.4.). Nous avons également
vu que, dans les ostéoclastes, la PI3K était aussi activée suite à la liaison du facteur
M-CSF son récepteur c-fms (voir section 1.2.1.1.). D’autres preuves de l’importance
des phosphoinositides dans la maturation et l’activité de ces cellules seront présentées
dans cette section.
La PT3K et les phosphoinositides en général sont également impliqués dans l’activité
de résorption de l’ostéoclaste. D’abord, des études plus ou moins récentes montrent
que les inhibiteurs de la PI3K, LY294002 et wortmannin, bloquent la formation de la
bordure plissée, de l’anneau d’actine et la résorption dans des ostéoclastes matures
(Lee et al., 2002a; Nakamura et al., 1995). Dans ce cas l’action de la PI3K se situerait
en aval de l’intégrine ŒF33, impliquée dans l’attachement à la matrice osseuse, dans la
polarisation de l’ostéoclaste et dans la formation des podosomes (voir section
1.2.3.1.). La formation des podosomes et la motilité de l’ostéoclaste serait induite par
le recrutement de la gelsoline à la membrane via sa liaison au P14,5P,, au P13,4P2 et
au P13,4,5P3. Ce recrutement empêcherait la gelsoline de lier les extrémités des
filaments d’actine, permettant ainsi une réorganisation du cytosquelette (Chellaiah et
al., 1998). Les ostéoclastes déficients en gelsoline sont hypomotiles et présentent un
nombre réduit de podosomes. Donc, bien que la gelsoline soit un inhibiteur de la
polymérisation d’actine, son absence bloque également la formation des podosomes.
Cette observation illustre bien que la motilité cellulaire implique des processus de
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remodelage constant du cytosquelette et qu’un équilibre entre activateurs et
inhibiteurs est requis et essentiel.
Nous avons vu dans la section 1.3.2.1. qu’il existait plusieurs classes de PI3K. Bien
que l’on sache que l’activité PI3K en général est importante dans les ostéoclastes, très
peu d’informations sont disponibles concernant quelles classes et sous-unité de PI3K
sont spécifiquement impliquées dans les processus de différenciation et d’activation
de l’ostéoclaste.
Au niveau génétique, des ablations géniques de certaines PI3K de classe I sont
disponibles. L’inactivation des gènes Fik3ca ou Pik3cb qui codent pour les sous-
unités catalytiques plÏOa et pi 10F3, cause une mort embryonnaire, empêchant
l’analyse d’éventuels phénotypes osseux chez ces souris (Bi et al., 1999; Bi et al.,
2002). La déficience en pilOy est viable chez la souris, mais provoque des défauts
dans la prolifération et la fonction des lymphocyte T et une réduction dans la
migration des neutrophiles (Sasaki et al., 2000). Considérant ces défauts
hématopoïétiques, il serait intéressant de vérifier la fonction et la différenciation des
ostéoclastes déficients en pi lOy. La même observation s’applique à un mutant kinase
inactif de pii0 qui présente des défauts dans les fonctions des cellules T et B
(Okkenhaug et al., 2002).
Concernant les sous-unités régulatrices, seule l’ablation du gène p85Œ a été réalisée.
Deux types de délétions ont permis, soit d’inactiver seulement p85Œ, soit d’inactiver
p85a, p55u et p5Ocx. L’inactivation simultanée des trois types de sous-unités
régulatrices provoque une dégénération du foie et une mort périnatale (Fruman et al.,
1999; Frnman et al., 2000). L’inactivation de p85x uniquement est viable, mais
affecte la maturation des cellules B et augmente la réponse à l’insuline provoquant
une hypoglycémie (Ueld et al., 2002; Suzuki et al., 1999). Encore une fois,
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l’implication de p85ct dans l’hématopoïèse suggère un rôle potentiel dans
l’ostéoclastogenèse, mais aucun phénotype osseux n’a été rapporté pour ces souris.
Le rôle précis joué par les différentes classes de PI3K dans les ostéoclastes reste donc
à être élucidé. Une étude exhaustive de l’expression des différentes sous-unités de
PT3K au niveau des ostéoclastes permettrait d’orienter les études futures.
En ce qui concerne le rôle des inositol phosphatases, des travaux récents, in vitro et in
vivo, confirment l’implication de PTEN et SHW1 dans la différenciation et l’activité
des ostéoclastes.
Une étude faisant appel à la lignée cellulaire préostéoclastique RAW 264.7 démontre
que PTEN est un régulateur négatif de la réponse au RANKL (Sugatani et al., 2003).
Nous avons vu plus haut que PTEN agit négativement sur les signaux induits par la
PI3K en déphosphorylant l’un des produits majeurs de cette kinase, le P13,4,5P3. La
surexpression de PTEN dans les RAW bloque la différenciation induite par RANKL
et l’activation de AKT, l’une des cibles importantes de la PI3K. Cette inhibition de la
différenciation résulterait surtout d’une réduction dans la survie des cellules qui est
normalement favorisée par AKT via son activité anti-apoptotique. La surexpression
de PTEN bloque également la migration cellulaire induite par l’ostéopontine, un
ligand de l’intégrines Œv!33, qui est activé normalement par une voie PI3KIAKT/Rac
dans les cellules RAW. Ces résultats suggèrent que PTEN est un régulateur négatif
important dans les ostéoclastes en aval de RANK et de l’intégrine xf33. L’ablation
génique de Pten chez la souris cause une mort embryonnaire précoce. fl serait donc
intéressant de faire appel à une approche d’ablation génique conditionnelle de Pten
dans les ostéoclastes afin de confirmer ces résultats in vivo. Des allèles floxée de Pten
ont d’ailleurs déjà été générées (Kwon et al., 2001).
Nous avons vu plus haut que SHW1 était exprimée presque exclusivement dans le
système hématopoïétique, incluant les monocytes et les préostéoclastes (Liu et al.,
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1998). Une étude du squelette des souris Ship’ a révélé qu’elles souffraient d’une
ostéoporose très sévère, dès l’âge de 8 semaines (Takeshita et al., 2002). Un nombre
accru d’ostéoclastes est observé in vivo dans ces animaux. Ces ostéoclastes sont
individuellement plus gros et plus actif dans des essais de résorption. Une sensibilité
augmentée au M-CSF et au RANKL serait responsable de ce phénotype selon les
auteurs de cette étude qui n’ont pourtant pas vérifié l’activation des cibles de la PI3K,
et plus particulièrement AKT, dans les ostéoclastes Ship’.
L’implication de PTEN et de SHW dans la réponse au RANKL et l’activité de
résorption des ostéoclastes, suggère que d’autres phosphatidylinositol phosphatases
sont également être impliquées dans ces processus. Les résultats présentés dans cette
thèse montrent que Tnpp4b, une phosphatidylinositol 4-phosphatase, est un régulateur
négatif de la différenciation des ostéoclastes et que son activité est également
importante dans les remaniements du cytosquelette en association avec la formation
des podosomes.
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1.4. LA SOURIS GREY-LETHAL ET LA PROTÉINE OSTM1
Nous avons vu qu’il existe de nombreuses mutations associées à un phénotype
ostéopétrotique chez la souris (voir section 1.2.). Parmi ces modèles murins, la souris
grey-tethaÏ (gt) est l’un de ceux qui ressemble le plus à la forme sévère de
1’ ostéopétrose autosomale-récessive (ARO) chez l’humain.
L’ostéopétrose chez la souris homozygote gt/gÏ est complètement pénétrante et la
mort survient à 3 ou 4 semaines après la naissance chez ces animaux (Gruneberg,
1935). Comme c’est le cas chez les malades souffrant d’ARO, le phénotype gl/gl
peut-être corrigé par un transfert de moelle osseuse, indiquant un défaut intrinsèque
aux ostéoclastes ou à leurs précurseurs (Walker, 1975; Eapen et al., 1998). La souris
gÏ/gi présente deux phénotypes apparents, une ostéopétrose sévère et un défaut de
pigmentation.
L’ostéopétrose g! se manifeste par une absence d’éruption des dents, plus
particulièrement des incisives, due à une absence d’activité des ostéoclastes au niveau
des l’os des mâchoires. Au niveau histologique, la métaphyse des fémurs gUgÏ
présente une réduction drastique de la cavité médullaire qui est plutôt occupée par
une quantité anormalement élevée d’os trabéculaire calcifié (voir figure l-23). L’os
cortical est également mal développé et la plaque de croissance est plus mince chez
les souris gl/gl. Des analyses histomorphométriques révèlent que la densité osseuse
est augmentée d’au moins trois fois en comparaison avec des souris sauvages. In vitro
et in vivo le nombre d’ostéoclastes multinucléés chez les souris gI/gÏ est augmenté
d’environ 40% par rapport aux contrôles, suggérant que la différenciation n’est pas
affectée par la perte du gène gÏ et qu’un mécanisme compensatoire entre en jeu afin
d’augmenter le nombre d’ostéoclastes matures. Ces ostéoclastes sont cependant
incapables de résorber la dentine in vit,-o. Une analyse par microscopie électronique
des ostéoclastes présents dans l’os révèle que les ostéoclastes gl/gÏ sont attachés à la
matrice osseuse, mais présentent une bordure plissée sous développée (figure l-24).
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plissée sous développée (figure 1-24). Des analyses par immunofluorescence sur des
ostéoclastes générés in vitro à partir de splénocytes (OCLs) démontre clairement un
défaut de formation de l’anneau d’actine et des podosomes, et une mauvaise
localisation de la pompe à protons en absence de gi (figure 1-25). L’ensemble de ces
résultats suggère que la mutation gÏ induit un défaut dans l’activation et/ou la
résorption dans les ostéoclastes et exclut majoritairement l’implication du gène gÏ
dans la différenciation de ces cellules.
La souris gl/gt présente aussi un défaut de pigmentation qui se manifeste par une
coloration grise du pelage plutôt qu’agouti. Ce phénotype, encore mal compris, serait
provoqué par une accumulation des granules de phéomélanine dans les mélanocytes
(Gruneberg, 1935).
wr GL
Figure 1-23. Augmentation de la densité osseuse chez la souris gUgt.
Coloration Masson-Goldner du fémur d’une souris contrôle et gt/gl (GL). Une réduction importante de
l’espace occupé par la moelle osseuse (BM) est observé chez GL. Une accumulation d’os trahéculaire
calcifié (en vert) est également observée (étoile) (Rajapurohitam et al., 2001).
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Figure 1-24. Analyse ultrastructurale des ostéoclastes gt/gt.
Micrographies électroniques d’un fémur contrôle (WT) et gl/gl (OL). L’ostéoctaste gl/gl présente une
bordure plissé sous-développée. CZ, zone claire. RB, bordure plissée. BM, matrice osseuse
(Rajapurohitam et al., 2001).
Figure 1-25. Immunofluorescence sur des ostéoclastes contrôles et gt/gt placés sur de la dentine.
La localisation de l’actine (rouge) et de la sous-unité de 3 1 kDa de la pompe à proton (vert) a été
étudiée (Rajapurohitam et al., 2001).
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L’identification de la mutation et du gène gi a été réalisée récemment par notre
équipe. Une approche de clonage positionnel a d’abord permis de définir la région
génétique, puis physique contenant la mutation gÏ sur le chromosome 10 (Vacher and
Bemard, 1999; Chalhoub et al., 2001). Une complémentation par transgénèse à l’aide
de chromosomes artificiels de bactérie (BAC) à ensuite menée à l’identification d’un
gène candidat d’environ 23 kb et comportant 6 exons. Une délétion d’environ 7,5 kb
couvrant la région 5’ et l’exon 1 de ce gène a été identifiée dans l’ADN de la souris gt
(Chalhoub et al., 2003). Cette délétion est responsable de l’absence d’expression de
ce gène chez les souris gl/gt.
gt est exprimé sous la forme d’un messager unique d’environ 3 kb qui est détecté
dans la plupart des tissus et plus fortement dans le thymus, le testicule, le rein et la
rate. L’expression de gi est également importante au niveau des ostéoclastes, des
ostéoblastes et des mélanocytes. Des études d’hybridation in situ confirment
l’expression relativement ubiquiste de gi (Chalhoub et al., 2003). En fait, les études
effectuées dans notre laboratoire par la suite ont permis de démontrer que le messager
de gi est détecté à des niveaux variables, mais toujours détectables, dans tous les
tissus et les types cellulaires que nous avons testés jusqu’à présent, incluant les
cellules souches embryonnaires.
Par la suite, deux mutations dans le gène humain GL ont été identifiées chez des
patients souffrant d’ARO, confirmant l’implication de ce gène dans l’ostéopétrose
humaine (Chalhoub et al., 2003; Ramirez et al., 2004). Une troisième mutation vient
d’être identifiée dans notre laboratoire (Pata M et al. résultats non publiés), ce qui fait
de GL le troisième gène en importance dans les cas d’ARO (voir section 1.2.3.2.).
Le gène gI code pour une protéine unique de 338 acides aminés chez la souris. Ce
gène est conservé chez l’humain et les vertébrés en général, chez D. melanogaster et
chez C. elegans, mais pas chez la levure. En se basant sur sa structure, la protéine
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MEPGPTAAQRRCSLPPWLPLGLLLWSGLALGALPFGS S PHRVFHDS EQ
QEVEDlSISQGGGIGPISIPPDIPD PE CRE DFAAELTG
CLVRSARPVRLCQTCYPLFQQWSKMDI RAAG ESQSCARSLLMAD
RMQIWI LSEFFvTQEANCANCLTNNSEELS YFLNLFLTCF
EHNLQGNAHS LLQT EVCKNCREAYKSLYSEMQKMNELENKAEP
GTHLCIDVEDAI4
- RKLWSRTFICIVPCSDTVPVIAVSVFILFLPVVFY
LSSFLHSEQ LILPLISSTSFANIQENSN
codée par le gène gt a été appelée Ostml (osteopetrosis transmembrane protein 1).
Une analyse bioinformatique révèle que Ostml comporte un peptide signal en N-
terminal et un domaine transmembranaire près de sa partie C-terminale (figure i-26).
Ostml est donc probablement une protéine transmembranaire de type 1, présentant un
domaine extracellulaire ou luminal d’environ 250 acides aminés, un domaine
transmembranaire et un domaine cytoplasmique de 30 acides aminés.
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Figure 1-26. Séquence (en haut) et modèle (en bas) de la protéine OSTM1.
Les différentes caractéristiques de la séquence protéique humaine sont indiquées en haut et
shématiquement représentés en bas’. le peptide signal est souligné, les 16 leucines de la région riche en
leucine sont surlignées en violet, les 13 cystéines conservées sont surlignées en jaune, les 10 sites
potentiels de N-glycosylation sont surlignés en rouge, le domaine transmembranaire potentiel est en
gras et les arginines et les lysines de la région basique en N-terminale sont surlignées en bleu.
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L’analyse plus attentive de la séquence protéique d’Ostml montre que la partie
luminale/extracellulaire présente un motif unique de 13 cystéines qui sont très
conservées à travers l’évolution. La queue N-terminale présente également une région
riche en leucines (16 leucines dans une région de 44 acides aminés). La partie
luminale présente aussi 10 sites potentiels de N-glycosylation. Des études menées
dans notre laboratoire suggèrent que tous ces sites seraient effectivement glycosylés,
faisant passer la taille prédite d’Ostml de 3$ kDa à une taille observée de plus de 60
kDa (Beauregard J et aï. résultats non publiés). Ces mêmes travaux, effectués dans les
cellules COS, suggèrent qu’Ostml est une protéine résidente du réticulum
endoplasmique. Finalement, la partie C-terminale et cytoplasmique d’Ostml présente
un motif basique, KKRKXXXKRXK, qui pourrait être impliqué dans des interactions
avec d’autres protéines.
La protéine Ostml présente des caractéristiques et une localisation cellulaire qui
suggère un rôle dans les voies de sécrétion. Ce rôle possible est en accord avec les
phénotypes observés chez la souris gï/gï, c’est à dire un défaut de formation de la
bordure plissée dans les ostéoclastes et un défaut de transport des pigments dans les
mélanocytes. Il reste encore à définir la fonction exacte d’Ostml dans la cellule. Des
approches permettant d’identifier des partenaires protéiques ou des ligands
permettront d’obtenir des indices supplémentaires sur cette fonction.
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1.5. HYPOTHÈSE
L’objectif initial de mon projet de doctorat était d’identifier des gènes dont
l’expression serait modifiée en présence de la mutation ostéopétrotique grey-tethal.
Afin d’y parvenir, j’ai fais appel à une approche alternative consistant à étudier
l’expression différentielle des gènes dans les préostéoclastes gÏ/gÏ et sauvages. Cette
étude m’a permis de mettre en évidence que l’inositol polyphosphate 4-phosphatase
de type II (Inpp4b) présente une expression réduite dans les ostéoclastes gl/gÏ.
Considérant le rôle important que semble jouer la P13 kinase et les phosphoinositides
dans la différenciation et l’activité des ostéoclastes, j’ai décidé d’étudier plus en
détail la fonction d’Inpp4b dans ces cellules. J’ai fais appel à un modèle cellulaire, les
cellules RAW 264.7, ainsi qu’à une étude de souris transgéniques (Chapitre 2).
D’autre part, j’ai voulu caractériser le gène et la protéine lnpp4b chez la souris, des
travaux qui n’avaient pas encore été réalisés. J’ai notamment étudié l’expression
tissulaire des différents isoformes d’Inpp4b et de l’orthologue hipp4a, identifié le
promoteur d’Inpp4b et cloné un nouvel isoforme d’Inpp4b, Inpp4bŒs (Chapitre 3).
Cette étude était importante afin de réaliser l’ablation génique (knockout) d’Inpp4b
chez la souris pour définir les fonctions in vivo de la protéine.
L’expression relativement ubiquiste d’Inpp4b a justifié le choix du système Cre/lox,
permettant l’ablation génique conditionelle. En effet, parallèlement à mes travaux in
vitro, j’ai généré deux outils indispensables afin de déterminer le rôle d’Inpp4b in
vivo. D’une part une souris présentant un allèle floxé d’Inpp4b (Chapitre 5), d’autre
part une souris exprimant la recombinase Cre dans les osteoclastes et leurs
précurseurs (Chapitre 4).
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CHAPITRE 2. L’INOSITOL POLYPHOSPHATE 4-PHOSPHÂTASE DE
TYPE II, UN GÈNE SOUS-EXPRIMÉ CHEZ LA SOURIS
OSTÉOPÉTROTIQUE GREY-LETHAL, RÉGULE LA RÉPONSE AU
RANKL ET LA RÉSORPTION DANS LES OSTÉOCLASTES
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2.1. MISE EN SITUATION.
La souris grey-lethal (gl) est caractérisée par un phénotype ostéopétrotique sévère
causé par une mutation dans le gène Ostml. La fonction de la protéine Ostml n’est
pas encore définie. Par contre, les ostéoclastes gÏ/gÏ présentent des défauts dans la
formation de l’anneau d’actine et de la bordure plissée. Bien qu’ils aient une capacité
de résorption réduite, les ostéoclastes gÏ/gt sont présents en plus grand nombre dans
les os et se différencient plus vite in vitro, suggérant que ces cellules font appel à un
mécanisme compensatoire intrinsèque. L’objectif initial de l’étude présentée dans cet
article était de trouver des gènes dont l’expression est affectée dans les ostéoclastes
gÏ/gÏ. Afin d’identifier ces gènes nous avons procédé à une étude de «differential
display ». Parmi les transcrits ainsi identifiés, je me suis intéressé plus
particulièrement au gène codant pour l’inositol polyphosphate 4-phosphatase de type
II (Inpp4b) dont l’expression est réduite dans les os et les ostéoclastes gÏ/gt
comparativement aux cellules contrôles. 1npp4b déphosphoryle en position 4’ le
P13,4P2 et deux analogues solubles de ce lipide l’inositol 3,4-biphosphate (Ins3,4P2)
et 1’ inositol 1,3 ,4-triphosphate (Ins 1,3 ,4P3). Considérant l’importance de la
signalisation par la PI3K dans l’ostéoclastogenèse, le deuxième objectif de cet article
était d’étudier les rôles potentiels d’lripp4b dans la différenciation et l’activité des
ostéoclastes. Par des études in vitro faisant appel aux cellules RAW 264.7, un modèle
de préostéoclastes, j’ai pu suggérer un rôle pour Inpp4b dans le contrôle de la
différenciation des ostéoclastes en réponse au RANKL, ainsi que dans l’activation de
l’ostéoclaste en association avec la formation des podosomes. Un troisième objectif
de cette étude était de vérifier le rôle in vivo joué par Inpp4b dans le phénotype gl.
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ABSTRACT
Etiology of osteopetrosis is multifactorial but this genetic disease is constantly
characterized by an abnormal accumulation of bone tissue resulting from inefficient
osteoclastic bone resorption. Here we used the osteopetrosis mouse grey-lethal
mutation (gt or Osmtl) in a differential dispÏay screen, to compare skeletal gene
expression in the mutant versus unaffected littermates. One of the several detected
down-regulated transcripts corresponds to the murine homologue of inositol
polyphosphate 4-phosphatase type II (Inpp4b). Expression analysis confirmed that
Inpp4b is induced during osteoclast maturation and expressed in mature osteoclasts,
where it colocalized with F-actin in podosomes. Overexpression of Inpp4b in RAW
264.7 cells demonstrated a direct negative effect on differentiation of osteoclast-like
celis (OCLs), mainly by inhibition of NFATc1 nuclear translocation. Conversely,
overexpression of a phosphatase-inactive mutant of Inpp4b in RAW cells results in an
increase in NFATc1 activation and osteoclast differentiation. Overexpression of this
Jnpp4b inactive mutant also resuits in defective actin ring formation and decrease
bone resorption. In vivo, osteoclast-targeted Inpp4b expression in transgenic mice
leads to a significant increase of bone density with production of smaller osteoclasts
in gl/gl transgenic mice. In summary, we demonstrated for the first time the direct
implication of Inpp4b in osteoclast differentiation and activation.
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INTRODUCTION
An imbalance in the bone remodeling process due to a bone resorption defect leads to
osteopetrosis. This bone disorder resuits from abnormal osteoclast differentiation or
osteocÏast maturation/activation. At present, the genes associated with human
recessive osteopetrosis were identified based on murine mutations. Among the
mouse models of osteopetrosis, the mouse grey-lethal (gl) mutant develops a severe
phenotype that most closely resemble the human autosomal recessive infantile
osteopetrosis (1-4). These gi mice display an osteoclast differentiation/maturation
defect in addition to a melanocyte defect resulting in a grey coat color. Recently, we
characterized the mouse gÏ gene that encodes a novel transmembrane protein, Gl (also
named Ostml), responsible for the osteopetrotic and pigmental gÏ nuil phenotypes
(5). By homology, we isoÏated the human GL gene and identified the first human GL
mutation in an osteopetrotic pedigree (6). While the molecular and intracellular
functions of the gi protein remain to be elucidated, expression studies indicate that gl
could play a role in the different steps of osteoclast differentiation, maturation and/or
activation (4;5)
Differentiation of monocyte-macrophage hematopoietic lineage precursors, into a
mature osteoclast (osteoclastogenesis) is under the control of one major signaling
pathway: RANKJRANKL (receptor activator of NF-KB/ligand) (7). The essential role
of RANK signaling in osteoclastogenesis is demonstrated by the severe osteopetrosis
in nul! RANK or RANKL mice (8;9). Upon RANKL molecular signaling from the
osteoblasts bone-forming celis, the committed osteoclasts precursors migrate to the
bone matrix and fuse to become multinucleated. Concomitant with these cellular
events, a multi-protein intracellular signaling cascade is initiated by recruitment of
the TNF receptor-associated factors 6 (TRAF6) by RANK (10). Initiation of this
signaling cascade leads to the activation of MAP kinases (p38, JNK, ERK), of NFicB
and of NFATc 1. That consequently will trigger transcription of a set of osteoclast
specific genes in the pre-osteoclast, resulting in differenfiation (11;12). hi
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conjunction, a survival signal/anti-apoptotic response in the pre-osteoclast ceil is
activated by a critical downstream effector of RANK signaling, the
phosphatidylinositol 3-phosphate kinase (Pl3kinase) acting through the
serine/threonine kinase Akt/PKB (13-1$).
Our previous work suggests that the intracellular mechanism that trigger the mature
osteoclast to become activated could depend on the Gi protein (4). This process
depends primarily on the binding of osteopontin protein present in the bone matrix by
the vitronectin receptor (Œv133 integrin) present in the membrane of mature osteoclasts
(19;20). The osteoclast polarization is then induced by the assembly and activation of
a multi-protein complex including c-src and Pyk2 tyrosine-ldnases, c-cbl, P13 kinase
and gelsolin. This membrane localized protein complex stimulates multiple actin
filaments (F-actin) polymerization to produce individual podosomes, that form an
actin network, also called actin ring (21-23). Once the actin ring has delimited a bone
resorption lacunae, interdependent events occur by the fusion, at the plasma
membrane, of trafficldng intracellular vesicles containing chloride channels and
proton pump (e.g. H+ V-ATPase), creating the ruffled border (24;25). Acidification
of the resorption lacunae and solubilization of the inorganic bone matrix, as well as
proteolysis of collagen fibers is then triggered by active ionic transport and protease
secretion from the osteoclast ruffled border (26;27). Mature osteocÏasts can switch
from this resorptive state to a motility state and migrate to an adjacent bone site.
Normally, osteoclasts undergo several resorption/motility cycles and this
phenomenon is highly dependent upon the dynamism of the podosomes turnover
(22;2$). Since gl/Ostml is a transmembrane protein, it could function in these
differentiation/maturation processes through celi-ceil, receptor-ligand or celi-matrix
interaction as well as in intracellular signaling.
To identify novel direct/indirect gl targets in gl signaling cascade, we have
undertaken a differential display screen (29;30). A most interesting candidate, the
inositol polyphosphate 4-phosphatase type II (Inpp4b), was isolated and shown to be
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consistently down-regulated in the gt osteopetrosis. Our studies demonstrate that
hipp4b bas two independent ceÏÏular functions in osteoclast differentiation and
maturationlactivation. Jnpp4b acts as a negative regulator of RANKL-induced
signaling and overexpression of this phosphatase leads to impaired osteoclast lineage
progression in vitro and in vivo. In the mature osteoclast, Inpp4b phosphatase activity
is required for normal podosomes and actin ring formation. Altogether, our in vitro
and in vivo resuits establish Jnpp4b as an important regulator of both osteoclast
differentiation and activation.
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METHODS
Mice
J
The mouse strams GL/Le dl +/+gÏ and c-Src +1- were obtained ftom The Jackson
Laboratory (Bar Harbor, ME), and progeny were genotyped as previously described
(4;5;31).
PCR-based differential display screening
PCR-based differential screening was conducted as descrïbed (32). Long bone total
RNA was extracted with TRIzol (Invitrogen, Burlinghton, ON) and 20tg were
treated with 20 U of RQ RNAse-free DNAse I (Invitrogen, Burlingliton, ON) at 37°C
for 30 min. After extraction, precipitation and resuspension in DEPC-treated water,
0.5tg of RNA was anneaÏed with 100 pmoles of primer T12NC, T12NG or T12NA (N
= A,T,C or G) and reverse transcription was conducted. 2t1 of RT-PCR reactions
were PCR amplified with 2!11 of 20iM arbitrary primer (OPA 16 to 20 see ref 32), 2
d of lOmM T12NC, T12NG or T12NA primer, 1tl of dATP Œ35S (l200Ci/mmol) and
Taq polymerase. Amplified cDNAs were separated on 6% sequencing gel and hands
were excised from the dried gel, boiled l5min in H2O, precipitated and resuspended
in H2O. After reamplification cDNAs were then cloned in pBluescript and sequenced.
Cloning and sequencing of mouse Inpp4b
The sequence of the down-regulated DD-RT product was compared with the Mouse
Genome Server (www.ensemhl.org/Mus_musculus) and found locaïized into a
genomic region homologous to the human inositol polyphosphate 4-phosphatase type
II (INPP4b) gene. Alignment of the rat Inpp4b sequence with mouse EST and
TRACE databases sequences (www.ncbi.nlm.nih.gov) allow us to design specific
Jnpp4b murine primers. The forward primer 5’-AAGCTTCCTGGGCTGTGCCAG-3’
derived from the TRACE 8258396 sequence and the EST BG145663 used for the
reverse primer 5-GTGATGACATCATAGAGAGC-3. This assay was used to screen
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by PCR a C57BL/6 spleen cDNA mouse library (Stratagene, LaJolla, CA) (33). The
isolated cDNA clone (sP4D12) contained an incomplete open reading frame of
Inpp4b missing the most 5’ 250 p5. Consequently, the 5’ haif of the coding sequence
was amplified by RT-PCR amplification on spleen cDNA with the forward primer 5’-
AACCGGAGCTCATTATTTGGTACCATTTG-3’ and the reverse primer 5’-
CTCTGTGCTGACATTAGGAG-3’. The amplified product was digested by KpnI
and SacI restriction enzymes to obtain a 1389 bp fragment (5’ half) and cloned with
the 1507 bp SacUBglI fragment (3’ hall) obtained from sP4D12 clone in pBlueScript
in order to reconstitute a 2890 bp fragment containing the complete 2781 bp open
reading frame of Inpp4b.
Inpp4b-EGFP fusion protein
By PCR, using tailed oligonucleotides to generated KpnI and XmaI restriction sites,
the Inpp4b stop codon was removed and the full-length mouse Iizpp4b cDNA was
cloned in the pEGFP-N1 vector (BD, Mississauga, ON) to generate the in frame
Inpp4b-EGFP fusion protein. To abolish Tnpp4b phosphatase activity the catalytic
cysteine, C845, was mutated to an alanine. 20 ng of the plnpp4b-EGFP construct were
amplified (Pfu-tui-bo DNA polymerase; Stratagene) with the forward 5’-
GTTTACCTGCGCAAAAAGTGCC-3’ and reverse 5’-
GGCACTTTTTGCGCAGGTAAAAC-3 primers with a point mutation that change
C845 to A845. The PCR amplification product was digested with DpnI to eliminate the
parental methylated non-mutated DNA, cloned and sequenced. The resulting
construct was called plnpp4b(C$45A)-EGFP.
Osteoclast production, expression analysis and “pits” assay
Osteoclast like celis (OCLs) were generated in vitro by coculturing new-born primary
FVB/NJ calvaria osteoblasts and bone marrow (BM) or spleen cells of either +1+ or
gÏ/gl mice in x-MEM containing 10% FBS, i0 mol/L 1,25-dihydroxyvitamine D3
and 1OE6 mol/L prostaglandin E2 (4). Total RNA (500 ng) from OCLs and various
tissues from 3 week-old gl/gÏ and control wild-type mice were reverse-transcribed
118
(SuperScriptll transcriptase, Invitrogen). RT-PCR expression analysis of the Inpp4b
alpha and beta 3’ spiicing isoforms used the same Inpp4b forward primer 5’-
GATTAAAGAAGGCCAGTTGC-3’ and two specific reverse Inpp4b primers: alpha
reverse 5’-ACTTGGGGAAAGCCATCAGC-3’ and beta reverse 5’-
AGAAGTGTCGAGAAGTTGGC-3’. The specific alpha and beta PCR products were
533 bp and 447 bp respectively. Ship expression was monitored by amplification of a
specific 348 bp product with Ship forward 5’-AGCTGCAACATTCCAAAGGC-3’
and reverse 5’-CTGTATGGCGTGCGTTTGTC-3’ primers. Runx2 expression used
Runx2 forward 5’-TACCTGCCATCACTGACGTG-3’ and Runx2 reverse 5’-
ATAGCGTGCTGCCATTCGAG-3’ primers with PCR amplification of a specific
462 bp product. Other primers used included : CtR forward 5’-
ACCGACGAGCAACGCCTACGC-3’, and CtR reverse 5’-
GCCTCACAGCCTTCAGGTAC-3’; Intb3 forward 5’-
TTACCCCGTGGACATCTACTA-3’, and Jntb3 reverse, 5’-
AGTCTTCCATCCAGGGCAATA-3’. Control 3-actin expression was monitored
using f3-actin forward 5’-CAACGGCTCCGGCATGTGC-3’ and reverse 5’-
GAAGGTCTCAAACATGATCTGGGAC-3’ primers which amplify a 349 bp
specific fragment. All PCR products were resolved on 1.5% agarose slab gels and
detected by ethidium bromide staining. Quantification of band intensity was
performed using ImageQuant software.
Expression of the Trap and Ctsk gene was analyzed by Northern blot using specific
cDNA probes prepared by RT-PCR on OCLs RNA : Trap forward 5’-
TGTTCTCTGACCGTGCCCTTC-3’ and Trap reverse 5’-
CCCACTCAGCACATAGCCCA-3’; Ctsk forward 5’-
GAGTCCCCAGAATCTTGTGG-3’ and Ctsk reverse 5’-
CTGGAAAGATGCCAAGCTTG-3’. An Rpt32 specific probe was used as loading
control (5). Transcripts sizes were: Trap, 1.5 kb; Ctsk, 1.5 kb; RpÏ32, 0.7 kb.
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AlternativeÏy, OCLs were also obtained by differentiation of individual RAW stable
transfectants in the presence of RANKL (10 or 5Ong/rril). Identity of the resulting
multinucleated OCLs was established following Tartrate Resistant Acid Phosphatase
(TRAP) staining (34;35). For resorption assays, clones were seeded on dentin slices
in 24 well plates and cultured for 4 days with RANKL (5Ong/ml). After treatment
with 0.1 molIL of sodium hypochiorite, cadi suce was stained with 0.1% toluidine
blue to reveal resorption “pits”.
Inpp4bŒ-specific antibodies and immunofluorescence
The cDNA fragment encoding amino acid 2 to 235 of mouse Inpp4b protein was
amplified by PCR with the following tailed forward 5’-
CCGCCTCGAGTGAAATCAAAGAGGAAGG-3’ and reverse 5’-
CAGACTCGAGACAGGATTCCTTAAGACTG-3’ primers containing XhoI sites.
The amplification product was digested and cloned into the XhoI site of the
pHGST.2T bacterial expression vector (36). Following induction and expression in
BL21 ceils, the HisX6-Inpp4b(2-235)-GST recombinant fusion protein was purified
using GST purification module (Amersham). Rabbit antiserums were raised against
this purified antigen and polyclonal antibodies were affinity purified with the antigen
coupled to a HiTrap NHS-activated HP column (Amersham).
Immunofluorescence was conducted on primary osteoclasts and OCLs differentiated
in culture (4 days) from stable tranfected RAW cells. Cells were fixed, permeabilized
and stained for filamentous actin (F-actin) with rhodamine-phalloidin (Molecular
Probes, Eugene, OR) and 1npp4bŒ purified antiserum (1:100) followed by a FffC
conjugated goat anti-rabbit antibody (1:100). Protein localization was revealed by
immunofluorescence and confocal microscopy analysis (Axiophot Zeiss, Toronto,
ON).
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Transfections, protein extractions and Western blotting
RAW 264.7 celI une (TJE-71) obtained from ATCC (Manassas, VA) were
transfected using Lipofectamin (Invitrogen, Burlinghton, ON). Stable clones
expressing EGFP, Inpp4b-EGFP or Jnpp4b(C845A)-EGFP were selected with G418
(500j..tglml), and growth curve of individual RAW 264.7 clones were established with
MTT colorimetric assay (37). To generate OCLs each individual clone was cultured
on plastic or on glass coverslips in Œ-MEM medium with 10% FBS and RANKL (10
or 5Ong/ml). For stimulation experiments cells were culture in Œ-MEM medium with
0.5% FBS for 24h and then stimulated with 100 ng/mI of RANKL for various times.
Protein extraction and Western blot analysis were conducted as described (4), using
phophospecific antibodies against AKT (phospho T-30$ and phospho S-473), p38,
ERK and JNK (CelI Signal), or Inpp4b polyclonal purified antiserum. Alternatively
blots were striped and reprobed with antibody against total NFiB p50 (Santa Cruz
Biotechnology), NFATc1, f3-actin (BD Biosciences), JNK and AKT (Ceil Signal).
Production of transgenic mice
The coding sequence of the mouse hzpp4bŒ gene (3.Skb) was cloned under the
control of the 1.8 kb specific TRAP promoter kindly provided by Dr Roodman (38),
whereas the human hGH gene with polyA signal lias been linked downstream.
Linearized -7.5kb transgene fragment was microinjected (1ng/Il) into fertilized
mouse oocytes isolated ftom Fl(C3H X C57BL/6) X C57BL/6 crosses, and founders
TRAPJnpp4bT° were identified by PCR. Histology and staining of bone samples
were conducted as described (4). Bone parameters quantification used Piximus and
microCT technologies. Ah animal experiments complied with the guidehines of the
Canadian Committee for Animal Protection and were approved by the local
institutional animal care committee.
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RESULTS
Identification of Inpp4ba as a target of g!
Since osteopetrosis is associated with numerous transcriptional modulation, we
designed a differential display screen to systematically compare bone mRNA
expression profiles from gUgt homozygous and wild-type control mice. One of the
identified transcripts corresponds to a novel cDNA that was consistently down
regulated in gÏ/gÏ bone tissue. By sequence comparison, this transcript was identffied
as the Inpp4ba murine homologue. Semi-quantitative RT-PCR from gl/gÏ total bone
tissue or OCLs generated in cocultures from spleen hematopoietic precursors, showed
significant down-regulation of this transcript relative to wild-type controls (Fig. 2-
1A,B). To further verify whether the down-regulation of this phosphatase was
specific to gÏ/gt phenotype, expression of another phosphatase, SH2-containing
inositol 5-phosphatase 1 (Ship]) which has a role in bone homeostasis (39), was
analyzed. Figure 2-lA and 2-lB shows that Shipi expression was unaffected in gÏ/gl
bone tissue, further supporting that the down-regulation of Inpp4ba was specific to
gl/gÏ. In addition, expression of Inpp4bŒ was also monitored in another osteopetrotic
mutant, the c-src nuli mice (c-src-/-) (40). Bone tissue of c-src-/- mice displayed
comparable Inpp4bŒ expression as the wild-type control (Fig. 2-1C), suggesting
furthermore that down-regulation of Inpp4bŒ observed in gl/gl mice represented a
direct effect of this mutation.
Differential expression of the Inpp4b a isoform in osteoclasts
The rat and the human genome has potentially two altematively expressed hipp4b
isoforms (a and f3) in brain (41). Specific assays for the mouse gene were designed to
detect this alternative splicing of the last exon. To determine whether one or both of
these two Jnpp4b isoforms may have a role in osteoclast, their expression profiles
were established in wild type mouse bone tissues and bone cells by semi-quantitative
RT-PCR analysis. Analysis of inpp4b expression from wild-type long bone tissues
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(LB), containing both osteoclasts and osteoblasts demonstrated expression of onÏy the
Inpp4baisoform in association with expression of a typical osteoclast gene Shipi and
osteoblast gene Runx2 (Fig. 2-1D). From the analysis of the two main bone ceil sub
populations, Jnpp4ba expression was undetectable in primary osteoblasts (OB)
whereas it is highly expressed in osteoclasts like-ceil (OCLs), indicating a
predominant role in osteoclasts. In contrast, Inpp4b/3 was not detected in LB or in
osteoclasts, but abundant in the brain.
The ldnetic of Inpp4bŒ expression during osteocÏast differentiation and maturation
was established using a wild-type bone marrow coculture system from which ceils
were withdrawn at various times during differentiation for RNA analysis. Expression
of Inpp4bŒ was not detected in bone marrow celis or in the first days of
differentiation. In contrast, from day 8 to 12 a progressive increase in hzpp4bŒ
expression was measured which correlated with appearance of mature OCLs (Fig. 2-
lE), implicating that Inpp4bŒ is transcriptionally regulated during OCLs
differentiation.
Inpp4bŒ as a modulator of ceil growth
It is known that in vitro, inositol phosphatases such as PTEN and SHTP
counterbalance P13 kinase action by modulating level of PtdJns(3,4,5)P3 and
Ptdlns(3,4)P2 second messengers which are believed to play a role in ceil
proliferation, differentiation, survival and endocytosis. Since the onset of Inpp4ba
expression occurs during osteoclast differentiation and active proliferation, we sought
to investigate the role of Inpp4ba and particularly the role of Inpp4ba phosphatase
activity in these processes by using the monocytic RAW 264.7 ceil model system.
This ccli une can be induced to differentiate into multinucleated resorbing osteoclasts
in response to RANKL. Stable RAW 264.7 clones established by transfection of
Inpp4bŒ-EGFP fusion protein as well as the phosphatase inactive Inpp4bŒ (C845A)-
EGFP were generated. These transfected RAW clones without RANKL were first
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monitored for 1npp4b expression by Western blot. As shown in Figure 2-2A, the
endogenous lO5kDa Inpp4bŒ protein was barely detectable in ail clones whereas the
transfected 1 3OkDa Inpp4bŒ phosphatase active and inactive fusion proteins were
significantiy overexpressed in comparison to endogenous or to the transfected empty
vector control (Fig. 2-2A). The celi growth rate in these RAW transfectants was then
measured over a 6-day period. From three experiments, the two independent active
Inpp4bŒ transfectants (n=2) showed a significantly reduced ceil growth by at least 3-
fold (Fig. 2-2B) compared to the transfected controls. In contrast, the phosphatase
inactive mutant fusion protein (C845A) did flot affect celi growth (clone C845A-3
and -4) despite comparable overexpression levels. These results indicate that Inpp4bu
can act as a negative growth reguiator and that the phosphatase activity is essential
for this function.
Inpp4b ais a negative regulator of osteoclast differentiation
To evaluate Inpp4bŒ overexpression on osteoclast differentiation, transfected RAW
celis were cuitured for 2 to 5 days in presence of RANKL. Quantification on the
number of mature osteoclasts was undertaken by TRAP staining for a given number
of celis and in function of various time points. As shown on Figure 2-3A, OCLs
production was significantly reduced by overexpression of active Inpp4b-EGfP
compared to inactive Inpp4b(C845A)-EGfP and control EGFP clones. The OCLs
derived from Inpp4b-EGFP expressing celis were also smalier and have lower
number of nucleus in each ceIl (Fig. 2-3A,B). In contrary, overexpression of
Inpp4b(C845A)-EGFP promotes an increase differentiation potentiai compared to
transfected control. In addition to the production of iarger muitinucieated TRAP
positive osteociasts, the differentiation rate was increased by —2-fold. In fact,
muftinucleated (2-3 nucleus) OCLs were apparent by 2-3 days in culture (Fig. 2-3B),
while only mononucleated celis were detected in control and active Inpp4bŒ
expressing cells at the same stage, suggesting that a functionai inositol phosphatase
activity modulate differentiation rate. Such opposite differentiation responses also
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indicate that the phosphatase inactive Inpp4ba may act as a dominant-negative by
overriding the endogenous Jnpp4ba negative regulation on osteoclasts.
Inpp4bc alters the NFATc1 pathway in osteoclast differentiation
To decipher the intracellular pathway(s) modulated by Inpp4bŒ, we investigated the
major signaling pathway(s) implicated in osteoclast differentiation: MAPK, NFicB
and NFATc1. In addition, we have also looked at the PI3KIAKT pathway, which has
been shown to be activated by RANKL and to protect from apoptosis the osteoclast
progenitors and mature celis (42). Activation of these downstream effectors upon
RANKLIRANK differentiation signal occurs by modification of their
phosphorylation state and of their cellular localization from the cytosol to the nucleus
in the case of transcription factors (17;43;44).
To determine whether Inpp4bc could be involved in activation of the AKT and of the
MAPK pathways, the phosphorylation of AKT, p38, ERK and JNK in RAW celis
overexpressing EGFP, Inpp4bŒ-EGFP or Inpp4bŒ(C845A)-EGFP was first
monitored as a readout of the activation of these proteins. We verified that the total
protein expression level was similar prior and during RANKL stimulation using total
JNK and total AKT as internal standards (Fig. 2-4). Protein phosphorylation analysis
showed no detectable kinetic or level changes in the p38, ERK and JNK kinases for
frlpp4bŒ-EGFP, Inpp4bcL(C845A)-EGFP overexpressing clones compare to empty
control vector clone (Fig. 2-4), suggesting that Inpp4bŒ is most likely not involved in
the regulation of the MAPK pathways. Similarly, no significant change was observed
in the phosphorylation status of AKT for Inpp4bcx-EGFP, Inpp4bx(C845A)-EGFP
overexpressing clones compare to empty control vector clone.
Secondly, we then established the localization of the NFATc1 and NFiB p50
transcriptional factors by protein analysis from nuclear extracts of these same
transfected cells. When active Inpp4ba was overexpressed, nuclear translocation in
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presence or absence of RANKL was reduced for both NFATc 1 and NFid3 p50
relative to control (Fig. 2-SA). However, overexpression of the Inpp4bŒ (C845A)
mutant resulted in a constitutive increased nuclear localization of NFATc 1 and NFid3
p50, independent of RANKL signaling (Fig. 2-5A). In fact, the expression level of
NFATc 1 in these mutant ceils was significantly elevated both in nucleus and total celi
extracts (Fig. 2-5B) compared to those of control empty vector. This is consistent
with an autoamplification of NFATc1, a documented mechanism that appear
positively regulated by Inpp4bcx(C$45A) inactive mutant (43).
NFATc 1 have been shown to be important transcriptional regulators of osteoclast
specific genes, and target genes regulated by this factor include calcitonin receptor
(CtR), x and E3 integrin subunit (Itgav and Itgb3), cathepsin K (Ctsk), tartrate
resistant acid phosphatase (Trap) and NFATcJ itself (11;45;46). Considering the
negative effect of Inpp4b on NFATc 1 nuclear transiocation we have investigated by
Northern blot or RT-PCR the expression kinetics of these genes during RAW celis
differentiation in OCLs following RANKL treatment (Fig. 2-5C). In vector
transfected control celis, CtR, Itgb3, Itgav, Nfatc], Ctsk and Trap genes expression
appear between 24 to 72h following RANKL treatment. In celis overexpressing
1npp4bŒ there is mark decrease in detectable mRNA for of CtR, Itgb3 and Ctsk, even
at 72h of RANKL treatment. While a small reduction is observed in Jtgav and Nfatc]
induction in the presence of Inpp4bŒ, Trap mRNA expression kinetic stay unaffected
in these celis. In Inpp4bcx(C845A) inactive mutant overexpressing ceils Ctr, Itgb3
and Ctsk induction following RANKL treatment stay unaffected or even is slightÏy
increased for Itgav, Njatc] and Trap compared to control. Together, these results
suggest that Inpp4bŒ is a negative modulator of NFATc1 nuclear transiocation and
consequently of matures osteoclast-specific genes transcription.
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Inpp4bŒ contributes to osteoclast dynamic cytoskeleton remodeling
Because a role for Inpp4bŒ in osteoclast differentiation does flot exciude one in
mature osteoclast (4), we have also undertaken an analysis of Inpp4bcL in
multinucleated differentiated OCLs. Assessment of Jnpp4bŒ protein subcellular
localization was carried out in fully differentiated OCLs from control EGFP or
Jnpp4bŒ-EGFP transfected RAW celis and in wild type primary osteoclasts isolated
from bone samples using immunofluorescence (Fig. 2-6A-F). Localization of
Inpp4bŒ-EGFP was observed in the peripheral cellular actin ring as intense dot-like
signais. A much weaker staining was also present in perinuclear cytoplasmic
compartment of Inpp4bŒ-EGfP OCLs (Fig. 2-6A,D) whereas the empty vector
transfectants (data not shown) had diffuse non-specific EGFP staining. Consistent
with the Inpp4bŒ-EGFP localization, the native Inpp4bcL protein was found in the
actin ring of prirnary osteoclasts using our specific antibody (Fig. 2-6G, J). To
monitor whether Inpp4bŒ localize specifically to the podosornes, co-staining with F
actin and 1npp4bŒ was performed (Fig. 2-6B,E,H,K). As shown in Figure 2-6,
colocalization of the two proteins provided evidence that Inpp4bŒ is primarily in
osteoclast podosomes (Fig. 2-6 I,L).
Based on the localization of Jnpp4bŒ to podosomes in osteoclasts, we evaluated the
effect of overexpressing the phosphatase active or inactive Inpp4bŒ on the actin ring
formation of OCLs. OCLs derived from Inpp4bŒ(C845A)-EGFP overexpressing ceils
displayed EGFP localization to the podosomes as observed in OCLs derived from
Inpp4b-EGFP expressing ceils (Fig. 2-7A-C). However, these OCLs exhibited
multiple small actin rings instead of a unique peripheral ring composed of multiple
podosomes (Fig. 2-7D-F). Noticeably, these smaller rings have a much thicker
appearance and were potentially formed of multiple concentric rows of podosomes.
Sucli aberrant structures indicate that Inpp4b phosphatase activity plays a major role
in the dynamic process of osteoclast cytoskeleton rearrangements.
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Inpp4ba a regulator of bone resorption
Subsequently, we have undertaken a functional analysis of OCLs derived from our
RAW transfectants by assessing bone resorption activity on dentine suces (47). The
Jnpp4bŒ-BGFP OCLs demonstrated some resorption activity but at a lower level than
control OCLs (Fig. 2-7H,I). Whule this decreased number of resorbing pits could be
attributed to the reduced OCLs population, the size of these pits are generaily smaller
which suggested that overexpression of Inpp4bx can impair resorption activity. In
parallel, OCLs derived from Inpp4bx(C845A)-EGFP overexpressing celis were
unable to form resorption pits (Fig. 2-7J), despite producing more OCLs of larger size
(Fig. 2-3). These assays indicated that Inpp4b and more specifically it phosphatase
activity, is critical for resorption. This also suggests that the inactive
Inpp4bŒ(C$45A) protein mutant acts a potent dominant negative effector on
endogenous Jnpp4bc. at the mature osteoclast stage.
Inpp4b teads to încrease gUgt bone minerai density in transgenic mice
To determine whether the modification observed during in vitro differentiation and
maturation/activation of Inpp4b transfectants were functionally relevant, the role of
Inpp4b was characterized in vivo. We generated transgenic mice expressÏng the
Jnpp4bŒ cDNA under the control of the osteoclast lineage specific TRAP promoter
(Fig. 2-6A) (31;44;4$). Two transgenic lines were established with the TRAP
Inpp4bŒ transgene and OCLs specific expression was demonstrated by RT-PCR
analysis (Fig. 2-8B). Mice expressing this transgene at a level comparable to
endogenous Inpp4b were phenotypically undistinguishable from their wild-type
littermates.
Since these mice did flot develop an osteopetrotic phenotype ami that Tnpp4bOE was
down-regulated in gt osteopetrosis, a complementation study was undertaken. The
transgenic TRAP-Tnpp4bŒ mice were then successively crossed with gÏ/+ mice to
generated gÏ/gl TRAPInpp4bŒTG mice in which osteopetrosis was monitored. Ail
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gÏ/gÏ TRAP-Inpp4ba transgenic mice appeared to display a similar phenotype
compared to gÏ/gÏ non-transgenic littermates with a characteristic growth delay
compared to wild-type controls, lack of tooth eruption and early death around three
weeks of age. Absence of complementation suggested that down-regulation of
Inpp4ba in gt/gl osteoclasts were not directly responsible for the development of
osteopetrosis. However, upon close histological examination of gÏ/gl TRAP
Jnpp4bxTG long bone sections a significant increase in trabecular bone compare to
gt/gÏ non-transgenic samples was observed (Fig. 2-$C). Quantification by Piximus or
microCT of this bone mass demonstrated a significant 10-20% increase in bone
mineral density (BMD) and in bone volume fraction (BVITV%) in gl/gÏ Inpp4bŒTG
versus gl/gl mice (Fig. 2-$D). Analysis of trabecular number (TbN), trabecular
spacing (TbSp) and trabecular thickness (TbTh) concur to show significantly increase
in bone density in gÏ/gl Jnpp4buTG (Fig. 2-$D, table 2-1 and 2-2). To determine
whether increased in bone density resuits from alteration in the osteoclast population
of gt/gt TRAPInpp4bŒTG relative to gl/gt, femurs were stained for osteoclast with the
TRAP essay. While the gÏ/gt non-transgenic mice had an increase in osteoclast
number compare to wildtype (+1+) mice (4), the gÏ/gt TRAPInpp4bcLTG mice
displayed a decrease in the osteoclast population compare to gÏ/gÏ mice (Fig 2-$C).
These results suggest that the decrease expression of Jnpp4b in gÏ represents a
compensatory mechanism in order to allow more osteoclast to differentiate.
Interestingly, as previously showed in RAW transfections (Fig. 2-3B), these gl/gÏ
TRAPInpp4bŒTG mice also produced osteoclast of smaller size (Fig. 2-8C).
Because the reduced number of osteoclast in gl/gl TRAPJnpp4bŒTG could arise from
a negative regulation on osteoclast lineage differentiation, we evaluated in vitro the
potential of splenic hematopoietic progenitors isolated from these gÏ/gÏ TRAP
Jnpp4bŒTG transgenic mice to produce OCLs. The gÏ/gl TRAPInpp4bŒTG
hematopoietic progenitors showed a reduced osteoclastogenesis potential in
comparison to wild-type non-transgenic, wild-type TRAP1npp4bŒTG transgenic and
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gl/gl non-transgenic progenitors (Fig. 2-8E). Tmportantly, the transgene expression
does not affect the potential of wild-type hematopoietic progenitors to generate
osteoclast in vitro (Fig. 2-8E). Consistently, no significant increase in bone mass is
observed in wild-type transgenic mice compare to wildtype non-transgenic littermates
in vivo (Table 2-1 and 2-2).
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DISCUSSION
We recently cloned the gene mutated in the osteopetrotic gi mouse strain (3). In order
to characterize novel direct/indirect gÏ targets, we have undertaken a differential
display screen. Among the several down-regulated bone transcripts identified in gl/gl
samples, one encoded the Inositol polyphosphate 4-phosphatase type II (Inpp4b)
which expression is normally detected in mature osteoclasts. Inpp4b retained our
attention since previous experimental data have shown that P13 kinase pathway can
participates in osteoclast differentiation in response to RANKL (13;49). This pathway
has also been involved in cytoskeleton rearrangements leading to osteoclast ruffled
border and actin ring formation (25). Thus, Inpp4b by regulating the metabolism of a
lipid second messenger, represented a strong candidate in the control of osteoclast
differentiation and activation.
In mammaïs, two inositol polyphosphate 4-phosphatase isoenzymes, Inpp4a and
Inpp4b, have been identified (41;50). In vitro, Inpp4aŒ and Inpp4bu catalyze the
hydrolysis of the D-4 position phosphate of the P13 Kinase second messenger,
phosphatidylinositol 3 ,4-biphosphate (Ptdlns(3,4)P2) producing phosphatidylinositol
3-monophosphate (Ptdlns(3)P) (41;50). Few studies on Inpp4aŒ have been reported.
Inpp4aŒ can form a complex with P13 kinase in human platelet cytosol that becomes
translocated to the actin cytoskeleton after thrombin stimulation (51). In
megakaryocytes, Inpp4aa is a potential negative regulator of cell growth acting
downstream of the GATA-1 transcription factor (52) and it has been localized to
endosomes and plasma membrane (53;54). No specific in vivo role has been
uncovered for Inpp4bŒ.
In our screen Inpp4b expression was specifically and reproducibly down-regulated in
gt/gÏ osteoclasts. Since osteopetrosis is associated with a reduction of the bone
marrow compartment, Inpp4b down-regulation in bone tissue may have been
secondary to a change in hematopoietic celi populations and differential expression of
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hematopoietic-specific genes (55;56). To mie out this hypothesis, we demonstrated
that down-reguiation was flot secondary to osteopetrosis as normal expression of
another inositol phosphatase, Ship], invoived in bone homeostasis (39) was
unchanged in gi mice. furthermore, Inpp4b expression stays unaffected in the c-src-/
osteopetrotic mutant exciuding the possibility of an indirect effect of osteopetrosis on
Inpp4b expression in gÏ/gt mice.
We first used RAW 264.7 monocytic celi une as a model for osteociast differentiation
in to analyze the role of Inpp4ba activity in osteoclasts. In this experimental system,
we showed that overexpression of Inpp4btx reduced the celi growth and
differentiation potential of these celis in response to RANKL. A similar resuit
previously associated Inpp4arx overexpression with negativeiy reguiation of
megakaryocytes and fibroblasts growth (52). lmportantiy, this effect depends of the
cataiytic phosphatase activity of Inpp4bŒ, since overexpression of a phosphatase
inactive mutant of Inpp4b potentiates the differentiation of RAW ceils in osteociast
foiiowing RANKL stimulation.
Since it is known that upon RANKL stimulation P13 kinase is activated to produce
the second messengers Ptdlns(3,4,5)P3 and PtdTns(3,4)P2 and that AktIPKB
serine/threonine kinase bas been shown to be activated in a P13 kinase dependent
matter by RANK, we have investigated if overexpression of Inpp4b in RAW ceils
may resuit in a decreased ievei of Ptdlns(3,4)P2 and in AKT inhibition. However, we
failed to observed significant reduction in the phosphoryiation of T308 and S473
residues of AKT when Inpp4bŒ is overexpressed, suggesting that Inpp4bŒ does flot
reguiates osteoclast differentiation through AKT inhibition. The smail effect of
Inpp4bŒ on AKT phosphoryiation may be explained by two hypothesis: 1)
PtdIns(3,4)P2 is flot essential for AKT activation, but may regulate other downstream
targets implicated in osteoclast differentiation; or 2) Ptdlns(3,4)P2 is not preferentially
a substrate of Inpp4bŒ in vivo. Importantiy, we also demonstrated here that Inpp4bŒ
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does flot regulates RANKL-dependant activation of the three classical MAPK
pathways (ERK, JNK, p3 8).
More recently, the NFATc 1 transcription factor lias been proposed as tlie master
regulator of osteoclastogenesis. In fact, ectopic expression of a constitutively active
form of NFATc 1 cause bone marrow monocytes (BMMs) to undergo osteoclast
differentiation in absence of RANKL, demonstrating the essential and sufficient role
of tliis factor in osteoclastogenesis (44). Here we sliow that overexpression of
Inpp4bx in RAW celis abrogates NFATcI nuclear transiocation. Conversely, a
phospliatase-inactive mutant of Jnpp4b is sufficient to induced constitutive nuclear
localization of NFATc1 and accumulation of this factor, probably via
autoamplification. These resuits suggest that tlie negative effect of Inpp4b on
osteoclast differentiation may involve a regulatory mechanism affecting NFATc 1
nuclear translocation. Interestingly, overexpression of Inpp4bŒ block both RANKL
induced NFATc1 nuclear transiocation and osteoclast-specific gene expression (CtR,
Itgb3 and Ctsk), whule Inpp4bŒ(C845A) phosphatase inactive mutant induces a
constitutive nuclear localization of NFATcÏ without affecting the ldnetic of
osteoclast-specific gene expression. This may indicates that other osteoclast-specific
and RANKL-activated transcription factors, such as APi, PU.1 and Mitf, must
cooperated witli NFATc 1 in order to induce transcription of osteoclast-specific genes
(44-46;57).
It is well documented that NFATc 1 nuclear translocation is under the control of the
calcium-regulated pliosphatase calcineurin (58). Activation of the
calciumlcalcineurine patliway requires the production of inositol 1 ,4,5-triphospliate
(W3), by phospholipase-C gamma (PLCy, whicli use Ptdlns(4,5)P2 as substrate.
Subsequent binding of 1P3 to its receptor (W3R) on endoplasmic reticulum activate
the release of calcium from intracellular stores to the cytoplasmic compartment (58).
This increase in calcium activates the calcium-sensitive phosphatase calcineurine that
dephosphorylates NFATc1, unveiling nuclear localization signal and allowing
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nuclear transiocation. Littie is know about the turnover of the 1P3 signal except that it
can be phosphorylated by W3 3-kinase to generate inositol 1,3,4,5-tetrakisphosphate
(W4). It is known that in addition to the lipid substrate Ptdlns(3,4)P7, Jnpp4bx lias
also two soluble substrates in vitro : inositol 1,3,4-triphosphate (Ins(1,3,4)P3) and
inositol 3,4-bipliosphate (Ins(3,4)P,) (41). As summarized in Figure 2-9, it is possible
that inositol pliosphatase activity sucli as Inpp4ba could be implicated in the
degradation of W3 subproducts in order to terminate this signal. Future work will
focus on the mechanism by which Inpp4b modulates calcium signaling in osteoclast
and in other celi types.
In addition to a role in osteoclast precursors proliferation and differentiation, we
obtained evidence for a role of Inpp4bŒ in mature osteoclast activation associated
with major cytoskeleton rearrangements. First, we showed that the lnpp4b-EGFP
fusion proteins and the endogenous bpp4bx protein colocalized with F-actin in
podosomes of OCLs and of primary osteoclasts respectively. As it is known that the
Inpp4acx protein can associated witli P13 kinase in platelets to form a complex that is
translocated to the actin cytoskeleton in an integrin- and aggregation-dependent
manner (51), Inpp4bŒ in tlie osteoclast could be required at the site of actin
polymerization to regulate the level of Ptdlns(3,4)P2 produced by P13 kinase at the
plasma membrane. Consequently, Inpp4ba activity may negatively regulates protein
phospholipid interactions implicated in actin polymerization. Interestingly, OCLs
overexpressing the 1npp4bcx phosphatase-inactive EGFP fusion protein exhibit
supernumerary small F-actin rings and are unable to resorb dentine. Unlike focal
adhesions, podosomes are highly dynamic structures with a 2-12-min life span
compared witli 30 min for the former (22). One possible mechanism by which P13
kinase may activate actin polymerization is through the actin-binding protein
gelsolin. Upon osteoclast bone matrix attachment, osteopontin present in bone tissue
stimulates P13 kinase activity, leading subsequently to a local increase level of
polyphosphoinositides such as Ptdlns(3,4)P2 and Ptdlns(3,4,5)P3 (59). Then,
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interaction between these phosphoinositides and gelsolin resuits in the release of
gelsolin from the actin filament ends (uncapping), providing a site for rapid monomer
addition (60). Since gelsolin deficiency in mice blocks podosomes assembly and
resuits in an increased bone mass (61), it is likely that inositol phosphatase
hydrolyzing P13 kinase second messengers may be responsible, at least in part, for
this rapid podosomes turnover. If this is the case, this model predicts that Inpp4b
phosphatase activity is required at the site of podosomes formation to ensure normal
turnover and patteming of F-actin (22;62). Consequently, the presence of a
phosphatase-inactive Inpp4b at the site of actin polymerization would be associated
with a sustained high level of Ptdlns(3,4)P2, resulting in the formation of numerous
smaller actin rings as observed in OCLs derived from overexpressing phosphatase
inactive Inpp4b protein transfectants.
Our resuits raise another interesting question: why is Inpp4b expression reduced in gi
mice and how does it contributes to the osteopetrotic phenotype in these mice? This
mechanism is likely to be cell autonomous, as Inpp4b is also down-regulated in vitro
in gi osteoclast cultures. lnterestingly, gÏ hematopoietic precursor also display a celi
autonomous increase in their osteoclastogenesis potential (4). It is possible that the Gi
protein acts in a signaling pathway that controls Inpp4b expression, so that in gt mice
this pathway is disrupted. The down-regulation of Inpp4b expression may also be a
feedback response to correct the celi defects associated with lack of GI protein
expression. This latter hypothesis is supported by the TRAP-Inpp4bagÏ/gl transgenic
phenotype that is characterized by an increased bone minerai density and fewer
osteoclasts. Our data suggest that the gi osteoclasts reduced capacity to resorb bone
matrix is compensate by a mechanism that stimulates osteoclast differentiation,
probably via an autocrine loop. This eventually results in an increase of the bone
resident osteoclast population. This compensatory mechanism may be achieved by
down-regulation of negative regulators expression of osteoclast differentiation sucli
as Inpp4b. Future work will focus on transcriptional mechanisms that regulate Inpp4b
expression in wild type and g! osteoclast.
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In summary, our resuits demonstrated for the first time the implication of
Inpp4b activity in osteoclast iii vitro and in vivo. Here, we provide evidence
supporting Tnpp4b as a negative regulator of osteoclast differentiation in response to
RANKL through the NFATc 1 pathway. Furthermore, this study also implicates
Inpp4b as a positive regulator of cytoskeleton rearrangements through podosomes
turnover and acting ring formation, two essential cellular components for osteoclast
bone resorption activity.
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Figure 2-1. Inpp4bu expression in wild-type and gl/g! bone celis.
A. hipp4bri expression in witd-type (+1+) and gl homozygous (gI/gl) long hone ohtained hy RT-PCR.
The amount of input cDNA was normalized with respect to f3-actin control. Expression of Runx2 and
Ship served as specific osteoblast and osteoclast markers respectively. B. Ex vivo expression of
Jnpp4bŒ in wild-type (÷1÷) and homozygous (gl/gl) derived OCLs. C. Inpp4ba expression in bone
tissues from the osteopetrotic c-src -I- mice and wild-type (+1+) controls. D. Inpp4bcz and 3 isoforms
expression in wild-type long bone (LB) osteohlasts (OB) and osteoclast like ceils (OCLs). Brain (Br)
RT was used as a positive control for Inpp4h isoforrns. E. Kinetics oC Inpp4h rnRNA expression
during osteoclast differentiation. OCLs were produced in hone marrow/osteohlast cdl cocultures and
revealed foltowing TRAP staining.
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Figure 2-2. Stable expression of Inpp4ba-EGFP and Inpp4ba(C845A)-EGFP in RAW 264.7 ceils
A. Stably transfected celi unes were establish with the EGfP, Inpp4bŒ-EGfP and Inpp4hu(C845A)-
EGFP constructs (see Methods). To confirm overexpression of these different proteins, Western blot
analysis was performed on total ccli lysats from the indicated stable ccii unes using our specific
Inpp4b rabbit polyclonal antibody. B. Celi growth kinetics for individual RAW stables transfècted
clones maintained in culture for I to 6 days. Ccli growth index was evaluated following the MTT
colorimetric essay as described in methods, and cadi value represents an average four replicates
expressed as mean ± SD.
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Figure 2-3. Effect of Inpp4ba-EGFP and Inpp4bŒ(C845A)-EGFP overexpression on
differentiation potential in response to RANKL.
A. Increasing ccli numbers were seeded in 96 wells plate and cultured with 10 ng/ml of RANKL for 2
10 5 days. Celis were flxed and stained for TRAP to reveal osteoclast-like ceils (bottom panel). Plates
were scanned and TRAP staining intensity was quantified using Image Quant software (Upper
graphie). B. Kinetics ofOCLs appearance foilowing increasing days in culture (TRAP staining ofrows
marked by dotted rectangle in (A).
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Figure 2-4. AKT, ERK, p38 and JNK activation by RANKL in Inpp4ba-EGFP and
Inpp4ba(C845A)-EGFP overexpressing RAW cells.
Stable RAW 264.7 clones expressing EGfP (Control), Inpp4ba-EGFP (Inpp4b) or Inpp4hŒ(C845A)-
EGFP, were cultured with 0.5% serum for 24h and stimulated with RANKL (lOOngIml) for the
indicated times. Total protein extracts were prepared and Western blot were conducted using phospho
specific (P-) antibodies or antihodïes against total AKT, ERK, p38, JNK or Inpp4b. This figure is
representative of 3 independent experiments.
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Figure 2-5. Inpp4ba alters the NFATc1 pathway during osteoclast differentiation.
A. Stable RAW 264.7 clones expressing EGFP, Inpp4hc&EGFP or Inpp4ba(C$45A)-EGFP were
cultured with 0.5% serum for 24h and stimulated with RANKL (lOOng/mI) for the indicated times.
Nuclear protein extracts were prepared and Western blot analysis conducted using antihodies against
NAFTcJ, NFiB p50 and 13-actin as internai loading control. Ratio of hand intensity (arbitrary units)
caiculated against F3-actin was indicated al bottom. B. Stable RAW 264.7 clones expressing EGFP.
Inpp4bŒ-EGfP or Inpp4ha(C845A)-EGFP were cultured in the presence of serum (10%) and of
RANKL (100 ng/ml) for the indicated times. Total protein extracis were prepared and Western blot
analysis was conducted using antibodies against NAfTc I and 3-actin as internai loading control.
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Figure 2-5. (Continued)
C. Ceils were cultured as descrihed in (B) and total RNA were isoiated from celis at each indicated
time. Gene expression analysis was conducted by RT-PCR for Ctr, Itgb3, ]tgav, Nftttcl and /3-actiii
(control), or Northern blot for Ctsk, Trap and Rp132 (control). C- t negative RT-PCR control. D.
Specific hands intensity was quantified using ImageQuant and leveis of expression are represented as
ratio ofspecific gene intensity on internai control intensÏty.
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figure 2-6. Inpp4ba localization in osteoclasts.
RAW 264.7 cells stably expressing Inpp4h-EGFP (A,B,C x20: D,E,f xlOO) were cultured on glass
coverslips in Œ-MEM. lO FBS for 4 days with RANKL (5Ogn/rnl) to generate OCLs. Direct (EGFP.
green) or indirect fluorescence fbllowing staining with phalloidine-rhodamine (F-actin. red) was
analyzed hy confocal microscopy. G-L. Bone primary osteoclasts (G,H,I x40; J,K,L 6O) were
isolated and cultured on glass coverslips for 24 h. Ceils were then flxed, perrneabilized and Iabeled
with phalloidine-rhodamine (F-actin, red). Topro3 (nucleus, blue) and anti-Inpp4b antibodies followed
hy secondary FITC-conjugated goat anti-rabbit antihodies (Green). Left: EGFP or FITC (Inpp4b):
Middle, f-actin; Right. Merge.
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Figure 2-7. Inpp4ba phosphatase activity is required for podosomes turnover and bone
resorption.
RAW 264.7 cells stably expressing Inpp4b(C$45A)-EGFP (A,B,C) were cultured on glass coverslips
in a-MEM, 10% FBS for 4 days with RANKL (5Ogn/ml) to generate OCLs. Direct (EGFP, green, B)
or indirect fluorescence frllowing staining with phalloidine-rhodamine (F-actin, red, A) was analyzed
by confocal microscopy. C. Merge picture. Stable RAW 264.7 clones expressing EGFP (D), Inpp4ba-
EGFP (E) or Inpp4bŒ(C$45A)-EGFP (F) were cultured on glass coverslips in a-MEM, 10% FBS for
4 days with RANKL (5OngIml) to generate OCLs. CelIs were fixed, stained for f-actin using
phalloidine-rhodamine and immunofluorescence analyzed hy confocal microscopy. Equal number of
RAW 264.7 cells stably expressing EGFP (H), Inpp4ha-EGFP (I) or Inpp4bŒ(C845A)-EGFP (J) were
seeded on dentine and maintained for 4 days in a-MEM medium. 10% FBS and RANKL (5Ong/ml).
CeIls were discarded and dentine slices were stained with toluidine blue to reveal resorption pits (x5
magnification).
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Figure 2-8. Increased bone density in gUgt TRAP-Inpp4ba transgenic mice.
A. Schematic representation of the transgene construct to target Inpp4ha expression in osteoclasts.
pTRAP: 18kb mouse tartrate resistant acid phosphatase promoter; Inpp4bœ mouse Inpp4h alpha
isoform cDNA; hGH: human grow[h hormone gene, including 3’ region and polyadenylation signal.
Arrows indicate the primers position for transgene expression screens. B. RT-PCR was performed on
OCLs derived from transgenic (Tg) and non-transgenic (NTg) mice bone marrow ceils treated with M
CSF (10 ng/ml) and RANKL (50 ng/ml). The expression of the transgene (TRAP-Inpp4bŒ) using
transgene specific primers. The combined expression of endogenous and transgene Inpp4ha (Tg +
endogene) was detected using Inpp4hx specific primers. Expression of endogenous TRAP and 3-actin
was used as controt. C. Hematoxytin/eosin (H&E) and TRAP staining of femur sections from gl/gt and
gl/gÏ TRAP-Inpp4h transgenic (Inpp4bTG). Arrowheads point to individual osteoclasts in gl/gI and in
gl/gl Inpp4b’6.
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Figure 2-8. (Continued)
D. Significant increase in bone minerai density (BMD) in gl/gl Inpp4bTG compared to non-transgenic
gl/gl mice. 3one minerai density (BMD) was quantified using Piximus apparatus. Bone volume
percentage (BV/TV), trahecular numbers (ThN), trahecular spacing (TbS) and trabecular thickness
(TbTh) were assessed hy micro-CT analysis (sec aiso Table I and 2). * p < 0.002. p < 0.05. E. hi
vitro OCLs differentiation from wt (+1÷) and gt/gI, non transgenic (NTg) or transgenic (Tg)
spienocytes. Equal number of spleen-derived monocytes was cultured for 6 days with RANKL
(5OngIml) and M-CSf (lOng/mI).
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Figure 2-9. A schematic model of the novel Inpp4b potential functions in osteoclast
differentiation and activation. Dashed arrows indicated uncharacterized molecular mechanism.
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DIFFERENCIATION SURVIVAL
gl/+ gilgI
NTg Tg NTg Tg
BVtFV(%) 5.37± 1.38 6.84±0.42 43.28±5.74 54.40±3.44
Volume (mm3) 0.157±0.055 0.185 ±0.018 0.772±0.138 1.184±0.166”
Surface (m2) 16.02 ± 4.34 18.58 ± 1.43 56.54 ± 1 1.00 76.90 ± 7.07’
BSIBV (mm-’) 104.6 ± 11.5 100.5 ± 2.8 78.57 ± 5.93 66.71 ± 5.42e
Tb.N(mm) 1.10±0.21 1.39±0.08 8.41 ±0.74 I0.02±0.38
Tb.Th(j.tm) 48.49±3.77 49.4] ±0.12 51.35 ±2.99 54.30± 1.97”
54.52 ±2.1 I”Tb.Sp (11m) 344.65 ± 12.45 298.75 ± 11.53e 63.96 ± 10.73
Data expressed as mean ± SD (gl/gt 1g and gl/gl NTg: n = 6; gU+ NTg and gl/+ Tg: n 3)
KEY BV/TV, bone volume fraction; BS/BV, surface area to volume ratio; Tb.N. trabecular number; Tb.T, trabecular
thickness; Tb.Sp, trabecular spacing.
ap <0.002, “p <0.001, Cp <0.005, “p <0.05 Cp <0.01 differente from control group value (NTg) as determined by
Student t-test.
Table 2-2. Nonmetric microarchitectural indices of femur by microcomputed tomography.
gl/+ gl/gt
NTg 1g NTg Tg
SMI 2.69±0.18 2.67±0.10
TBPf(mm’) 32.38 ±7.42 30.43 ±2.01
DA 4.30 ± 1.93 1.73 ± 1.50
Data expressed as mean ± SD (gl/gl 1g and gl/gl NTg: n = 6; gl/+ NTg and gI/+ 1g: n = 3)
KEY : DA, geometrical degree of anisotropy: SMI. structure model index; TBPf, trabecular bone pattern factor.
‘p <0.001. differente from control group value (NTg) as determined by Student t-test.
1.15 ±0.30 0.02 ±0.46
-20.7] ± 8.64 -41.1$ ± 5.73’
1.15±0.30 2.08±1.12
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Table 2-1. Microcomputed tomography analysis of femur from control (NTg) and transgenic
(1g), heterozygous (gU+) or grey-Iethal homozygous (gUgt) mice.
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CHAPITRE 3. CLONAGE ET CARACTÉRISATION DU GÈNE MURIN
CODANT POUR L’INOSITOL POLYPHOSPHATE 4-PHOSPHATASE DE
TYPE II
156
3.1. MISE EN SITUATION.
Les études présentées dans le chapitre 2 suggèrent un rôle pour Inpp4b dans la
différenciation et la fonction des ostéoclastes. Nos travaux permettent pour la
première fois d’impliquer la protéine Jnpp4bŒ dans un processus biologique. Comme
le gène Inpp4b n’avait pas encore été caractérisé chez la souris, l’objectif de ce
deuxième article était d’étudier plus en détails la structure génomique, l’expression
tissulaire et le promoteur d’Inpp4b. Cette étude nous a permis également d’identifier
un nouvel isoforme d’Inpp4b chez la souris et de déterminer la localisation
subcellulaire de l’isoforme transmembranaire d’Inpp4b, Inpp4b3. Cette étude, qui
met en lumière la complexité structurale d’lnpp4b chez les mammifères, avait aussi
pour but de déterminer l’approche la plus efficace afin d’induire l’inactivation de ce
gène chez la souris (voir chapitre 5).
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ABSTRACT
Inositol polyphosphate phosphatases have been associated with major cellular
functions as celi growth, differentiation, apoptosis and motility. To further
characterize the role of these proteins in ceil physiology, we have isolated the mouse
Inositol polyphosphate 4-phosphatase type II (Inpp4b) cDNA. The 92$aa murine
Inpp4b protein is 96 and 90% identical to the rat and human proteins respectively,
includes a conserved C2, a consensus phosphatase catalytic site domain and encodes
two ( and f3) isoforms. The Inpp4b mouse gene is highly conserved with the human
INPP4B homologue and was genetically mapped on mouse chromosome $ in region
of synteny with the human Chr 4q27-31 interval. Analysis demonstrated strong
specific expression of Inpp4b isoforms compared to Inpp4a isoforms, with Inpp4b
alpha being highly expressed in hematopoietic tissues and celis. Interestingly, we
characterized a novel spliced isoform of lnpp4b that lacks a part of the C2 domain.
We also report here that Inpp4bf3 colocalizes with the Golgi apparatus, suggesting a
different cellular function for this isoform. Our characterization of the murine Inpp4b
gene sets the basis for further functional studies in vivo.
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INTRODUCTION
Phosphatidylinositol lipids or phosphoinositides are implicated in major cellular
mechanisms including ccli differentiation, growth, motility and apoptosis [1]. Acting
as second messengers, their intracellular concentration levels are tightly regulated by
the opposite activities of phosphoinositide kinases and phosphatases t21.
Phosphoinositides can be reversibÏy phosphorylated at three distinct positions, D-3,
D-4 and D-5 of the inositol head group, generating 7 unique derivatives that act as
second messengers. Specifically upon recruitment and activation at the membrane,
the phosphatidylinositol 3-kinase (P13-Kinase) is responsible for the production of
phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate (PT(3,4,5)P3) from the substrate
phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PI(4,5)P2) [1]. Subsequent to this modification,
newly synthesized PI(3,4,5)P3 will be rapidly dephosphorylated by specific inositol
phosphatases [31. PI(3,4,5)P3 can be dephosphorylated at the D-3 position by PTEN
to generate PT(4,5)P2 [4] or at the D-5 position by SHW, an inositol polyphosphate 5-
phosphatase, that generate the PI(3,4,)P2 second messenger [5]. The inositol
polyphosphate 4-phosphatase isoenzymes type I (Inpp4a) and type II (Inpp4b) are
then responsible for the dephosphorylation of the D-4 position on the inositol ring to
generate PI(3)P [6;7].
Two human and rat 4-phosphatase isoenzymes (type I or fl’1PP4A, and type II or
INPP4B) have been identified, sharing 37% amino acid identity. Both isoenzymes
contain a catalytic CX5R” motif found in protein tyrosine phosphatases and dual
specificity proteinlÏipid phosphatases. INPP4A and 1NPP4B can both exist in two
spiice variants, x and [3 [6;7]. While the INPP4AŒ and INPP4Bu isoforms present a
hydrophilic C-terminus tau, the NPP4A[3 and 1NPP4B[3 isoforms have a
hydrophobic C-terminus, which potentially contains one transmembrane domain. At
present, no in vivo functional role has been assigned to Inpp4b, and only few studies
on Inpp4a have been accomplished. Jnpp4a can form a complex with Pl3Kinase in
human platelets that become translocated to the actin cytoskeleton after thrombin
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stimulation [8]. In megakaryocytes, Inpp4a represents a potential negative regulator
of celi growth acting downstream of the GAlA- 1 transcription factor [9]. The mouse
mutant weebÏe that corresponds to a nuli allele of Jnpp4a, demonstrated a crucial role
for this phosphatase in neuronal survival [10]. Importantly, Inpp4a activity is not only
required to terminate a signaling pathway by down-regulating P13 kinase second
messenger Ptplns(3,4,)P2 at the plasma membrane, but also to generate PI(3)P on
endosomale membrane downstream of Rab5, participating in phosphoinositides
turnover in the endocytic pathway [11; 12].
To further characterize the distinct role of Inpp4b in mammals, we report here the
isolation of the cDNA that encodes the mouse Inpp4b protein. lnpp4b gene and
protein structures analysis demonstrated high conservation with the human and rat
Jnpp4bŒ and I spliced isoforms. The murine Inpp4b locus was genetically and
physically localized on chromosome 8, in a syntenic region on human 4q27-3 1
chromosome. For the first time, we have also characterized the individual expression
profiles of each of the four Inpp4 isoforms, Inpp4acx, and Inpp4bŒ,3. Interestingly,
we identified and characterized a novel Inpp4b spiicing variant called Inpp4b alpha
short (Inpp4bŒs) resuÏting from exon 5 sldpping. The localization of Inpp4bI3 at the
Golgi is also reported.
In summary, our studies describe the characterization and expression analysis of three
murine Inpp4b isoforms and provide the basis toward functional studies to decipher
the role of Inpp4b in vivo in mouse.
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EXPERIMENTAL
cUNA cloning of Inpp4b
To isolate the mouse Inpp4b cDNA, a C57BL/6 spleen cDNA mouse library
LambdaZapll (Stratagene) was screened by PCR [13]. Alignment of the rat Inpp4b
sequence with mouse EST and TRACE databases sequences (www.ncbi.nlm.nih.gov)
served to design specific primers for mouse Inpp4b cDNA. The sequence of the
TRACE $258396 was used for the forward primer 5-
AAGCTTCCTGGGCTGTGCCAG-3’ and the EST BG145663 for the reverse primer
5’-GTGATGACATCATAGAGAGC-3’. This assay, when tested on mouse spleen
cDNA, amplified a 669 bp cDNA specific fragment, and 6 different cDNA clones
were sequenced. One of them, sP4D12 was found to contain the complete open
reading frame of Inpp4b except for 250 ph in the 5’ region of the cDNA.
Consequently, the 5’ half of the coding sequence was amplified by RT-PCR
amplification on spleen cDNA with the forward primer 5’-
AACCGGAGCTCATTATTTGGTACCATTTG-3’ and the reverse primer 5’-
CTCTGTGCTGACATTAGGAG-3’. The amplified product was digested by KpnI
and SacI restriction enzymes to obtain a 1389 bp fragment (5’ hall) and cloned with
the 1507 bp SacJfBglI fragment (3’ half) obtained from sP4D12 clone in pBlueScript
in order to reconstitute a 2890 bp fragment containing the complete 2781 bp open
reading frame of Inpp4b.
Chromosomal mapping
The mouse chromosomal location of Inpp4b was determined by a PCR amplification
of the BSS mapping panel at The Jackson Laboratory [14] with the primers designed
from a (GATA)n repeat found in the mouse Inpp4b intron 2 sequence. Each genomic
DNA samples (25 ng) were amplified using flanking primer (forward : 5’-
TGGATACAGCCCAATGAGTTG-3’, reverse : 5’-
TCCCTTCTGTCATAGGTAGG-3’). Genotype of each animal for the GATA repeat
was determined based on the length of the PCR product: —260 ph for Mus musculus
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(C57BL/6J) and -250pb Mus spretus. The resuits were analyzed with the Map
Manager program in The Jackson Laboratory Backcross DNA Map Service.
Transcription start site and promoter analysis
Reverse transcription (RT) reaction were carried out on total RNA isolated from
muscle, spleen, heart, lung, thymus and brain using the p32 radiolabeled primer: 5’-
GACTTTCCTGCGTTCTCCAG-3’ as described [15]. The RT reaction were then mn
on a 6% acrylamide sequencing gel adjacent to a promoter-exon 1 region sequence
reaction made with the same primer. To identify conserved putative transcription
factor binding sites, the mouse and the human promoter region sequence were
analyzed using the Consite website (http://mordor.cgh.ld.se/cgi
binJCONSffE/consite/).
Expression analysis by RT-PCR and by Western blot
Total RNA extracted from tissues and hematopoietic cells of C57BL/6 mice were
subjected to RT-PCR using primers specific for Jnpp4aŒ and Jnpp4af3 : forward 5’-
AGCCTGTCCTCTTCAACGTG-3’, alpha reverse 5’-
TGCATATTTGCGACTTCCAAC-3’ and beta reverse 5’-
ACGCTATGCTCAGAAAGAGC-3’, and for Inpp4bŒ and Jnpp4bf3 : forward 5’-
GATTAAAGAAGGCCAGTTGC-3’, alpha reverse 5’-
ACTTGGGGAAAGCCCATCAGC -3’ and beta reverse 5’-
AGAAGTGTCGAGAAGTTGGC-3’. Total proteins extracts were prepared from
tissues of C57BL/6 mice and analyzed by Western blotting were conducted as
described [16]. Blots were probed with an Inpp4b rabbit polyclonal purffied
antiserum developed in our laboratory, which recognizes Inpp4b amino acid 2-235.
Identification of the Inpp4bas isoform
One Jnpp4b cDNA clone isolated in our screen was lacking exon 5. A RT-PCR essay
using primers in exon 3 and in exon 8 was designed to confirm this result on tissues
total RNA. The primers were the following: exon3-forward 5’-
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AACCGGAGCTCATTATTTGGTACCATTTG-3’ and exon8-reverse 5’-
GGCACAGCCCAGGAAGCTTC-3’. Two bands (555 pb and 436 pb) were obtained
in multiple tissues, isolated and sequenced. The only difference found between the
two PCR products was that the 436 bp hand lacks the exon 5 as the original cDNA
clone.
Inpp4b-GFP fusion proteins constructs
Full-length cDNA encoding mouse 1npp4b without the stop codon was generated by
PCR using tailed oligonucleotides to generated KpnI and XmaI restriction sites
forward 5’ -AATTGGTACCATTTGAAAAAGACATCGTGG-3’ reverse 5’-
AATTCCCGGGTGTCAGCTTTTCCATAAG-3’. The PCR product was digested
and cloned into the expression pEGFP-N1 vector (Clontech) to generate plnpp4bŒ-
EGFP. The cDNA encoding the alpha-short isoform, lacking the exon 5, was
amplffied and cloned with the same primers to generate plnpp4bŒs-EGFP. To
generate the pJnpp4b-EGFP construct, plnpp4bx-EGFP was digested by BtrI and
Agel to remove the 3’ alpha coding region that was replaced by the Inpp4b3 3’
coding region amplified with the following primer and digested by BtrT and Agel
forward 5’-CATGGCAGTCGGCATTTCAG-3’ reverse 5’-
GATCACCGGTTGGTATTTGGCTAAGAGTAATG-3’.
Celi culture, transfection and immunofluorescence
COS-7 (lx 1O) cells were plate on glass cover slips in six well culture plate and
growth in DMEM media supplemented with 10% FBS. After 24h, cells were
transfected with 0.5 tg of plasmid DNA using Lipofectamine2000 (Invitrogen). After
4$h, celis were fixed in 4% paraformaldehyde for 15 mm, permeabilized with 0.1%
Triton X-100 in PBS for 15 mm, washed in PBS, and incubated with 10% fetal bovine
serum in PBS for 30 min. Cells were then labeled with a 1:100 dilution of anti-Golgin
97 mouse monoclonal antibody (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR) containing 10%
fetal bovine serum for 60 min. After washing with PBS containing 10% fetal bovine
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senim, ceils were stained with an Alexa Fluor® 546-conjugated goat anti-mouse
secondary antibody (Molecular Probes). Nuclei were stained with TO-PRO® 3
(Molecular Probes). Ceils were visualized by confocal microscopy (Zeiss) at 48$ nm
(EGFP), 543 nm (Alexa Fluor® 546) and 633 nm (TO-PRO® 3).
Phospholipids binding assay
To chararterize lnpp4b lipid binding specificity, the C2-domain of mouse Inpp4b
protein (aa 2 to 235) was amplified by PCR with the primers forward 5’-
CCGCCTCGAGTGAAATCAAAGAGGAAGG-3’ and reverse 5’-
CAGACTCGAGACAGGATTCCTTAAGACTG3’ incÏuding a XhoI site. The
amplification product was digested and cloned into the XhoI site of the pHGST.2T
bacterial expression vector [17]. Following induction and expression in BL21 celis,
the HisX6-Inpp4b(2-235)-GST recombinant fusion protein was purified using GST
purification module (Amersham). The Inpp4b-C2 recombinant protein was released
from GST foïlowing thrombin treatment. A panel of lipid spotted onto nitrocellulose
membrane (PTP-StripsTM, Echelon bioscience inc., UT) was preincubated lhr in TBS
T (Tris lOmivi, 150 mM NaC1, pH 8, 0.1% Tween-20) containing 0.1% ovalbumin,
followed by incubation with Jnpp4b-C2 recombinant protein (0.05 jlg/ml) for 4hr.
Membrane were washed 3 times in the same buffer and incubated with anti-Inpp4b
rabbit polyclonal purified antiserum (1:5000) for 1 lir, followed by incubation with
anti-rabbit-HRP (1:1000).
Mouse and human Inpp4b gene structure
In order to determine the exon-intron boundaries, mouse and human cDNA were
aligned with the mouse and the human genomic sequence respectively using NCBI
Blast program (www.ncbLnlm.iih.gov).
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RESULTS
The murine Inpp4b cDNA and gene organization
To characterize the murine Inpp4b protein, we decided to isolate the murine Tnpp4b
gene. Alignment of the rat Inpp4b cDNA sequence with mouse EST et TRACE
databases sequences (www.ncbï.nim.nih.gov) allowed us to design murine specific
primers. These oligonucleotides were used to screen by PCR a C57BL/6 spleen
cDNA mouse iibrary. The full iength Jnpp4b cDNA was sequenced and encodes a
92$ amino-acids protein with a conserved Cys(X)5Arg phosphatase active site (Fig 3-
1). After alignment of the mouse cDNA with the genomic sequence, exon-intron
boundaries were identified by consensus donor and acceptor signals in accordance
with GT/AG rule (Table 3-1). Inpp4b gene is composed of 25 exons, including two 5’
untranslated exons and 23 coding exons with length ranging from 45 to 1340
nucleotides long and intron size that vary from 1,1 kb to more than 2$0 kb. The entire
murine Inpp4b locus covers approximately —600kb of genomic DNA. We then
deduced the organization of the human INFP4B locus and demonstrated a very high
conservation with the mouse gene including the alternative spiicing of exon 25, which
generate the two INPP4B protein o and f3 isoforms (Table 3-2, Fig 3-lB and Fig 3-
5B). Remarkably, ail the internal coding exons have identical length in mouse and
human, with the exception of the exon 17 that is 9 bp shorter in human. This
difference result in a change in the length of the human INPP4B protein, that lacks 3
residues versus the rat and the mouse protein in a non-conserved region between
amino acids 549 and 571 (Fig 3-lA).
Mapping of the mouse Inpp4b gene
To genetically map the Jnpp4b locus in mouse, we took advantage of a microsateilite
(GATA)n repeat poiymorphism that we characterized in mouse Inpp4b intron 2
sequence. A specific PCR assay was designed to genotype at the locus 94 progenies
generated from the C57BL/6 x Spretus (BSS) interspecific backcross panel developed
at the Jackson’s Laboratory. Genotyping screen defined two recombination events
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and localized Inpp4b on mouse Chromosome 8 in a 2.2 cM genetic interval, between
the microsatellite marker D8Mit74 and the rnan2b] gene (Fig 3-2A). This mouse
genetic interval is syntenic to the human 4q27-31 region closed to the Gypa locus,
near a break of synteny with human chromosome 19p (Fig 3-2B). Comparison of the
two physical maps corresponding to these genomic intervals revealed a perfect
conservation in genes order and transcription orientation in mouse and human, with
the murine lnpp4b locus being localized in 1 Mb interval between the 1115 and
Usp38 genes (Fig 3-2C).
Transcription start site and promoter analysis of the murine Inpp4b gene
To further characterize the Inpp4b locus, the identification of the transcription start
site of Inpp4b gene was undertaken by primer extension. We used as template total
RNA isolated from different aduit mouse tissues RNA (Fig 3-3). Interestingly, we
mapped tree different tissue-specific transcription start sites for Inpp4b specific for
skeletal muscle (SM), heart (H) and spleen-lung-thymus ($LT). Relatively to exon 1,
the skeletal muscle start site is the more proximal while the heart-specific (-300) is
the more distal. The third initiation site common to spleen, lung and thymus was
mapped at —64 (Fig 3-3). Analysis of the upstream sequences of the 3 start sites
suggests that they are subjected to control of TATA-less promoters. Accordingly, two
SPi consensus binding site, usually find in TATA-less promoter, were detected
between -140 and +104. Sequence analysis of the promoter region defined several
consensus sequences for other known transcriptional binding sites conserved between
mouse and human (Fig 3-3B). More specificalÏy, conseiwed ETS, GKLF, SPi, c
Myb, AP-2alpha, MEF-2, NF-id3 and GATA binding sites were identified down
stream and up-stream of the three initiation site in the -347 to +313 region.
Inpp4 expression pattern
To establish the expression pattern of the transcripts encoding Inpp4bŒ and f3
isoforms in mouse tissues and compared it with expression of Inpp4aŒ and f3
isoforms, semi-quantitative RT-PCR analysis was undertaken in a panel of mouse
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tissues (Fig 3-4A). Inpp4a a and Inpp4ba isoforms are widely expressed and they are
detected at various levels in ail tested tissues. While Inpp4a/3 is expressed in most of
the tissues tested, the Inpp4bfl isoform displays a more restricted expression pattern,
been only detected in brain, heart, intestine, skeietal muscle and spleen. This tissue
specificity is further emphasized in enriched celi populations from hematopoietic
origin inciuding osteociasts (Fig 3-4B and Ferron et aï. unpubiished data). In fact,
only the Inpp4b alpha isoform is highly expressed in B, NK and mast cells (Fig 3-
4B). In addition, low expression is present in T ceiis, but is undetectable in mature
peritoneai macrophage ceil population. Importantly, the expression of Inpp4b beta
isoform and of the x and [3 Inpp4a isoforms is undetectable or very iow in these cells.
This resuit suggests that Inpp4b alpha isoform is specific to these hematopoietic
lineages.
Tissue expression of Inpp4b was further confirmed at the protein level using a
specific Inpp4b antibody in Western blot analysis (Fig 3-4C). We developed this
antibody against the N-terminal end of Inpp4b that couid recognize both Inpp4b alpha
and beta isoforms. As expected, a lO5kDa protein was detected both in multiple
tissues and in COS cells transfected with the Inpp4bŒ cDNA. The Inpp4b protein is
highly expressed in brain tissue as previously estabiished at the RNA level. Lower
protein expression is present in severai mouse tissues including spleen, lung, testis
and small intestine, in accordance with the RNA expression profile established by
RT-PCR (Fig 3-4A and 3-4C).
The mouse Inpp4b proteins and their homologues
The mouse Inpp4ba cDNA encodes a 928 amino acids protein with a predicted
molecuiar weight of l05kDa. The mouse protein shares 96% and 90% identity at the
amino acid level with the human and rat proteins respectively (Fig 3-lA and 3-5A) In
addition, the mouse paralogues Inpp4a and [npp4b are highly similar and share 45%
amino acid identity (Fig 3-5A). Using NCBI conserved domain search (rpsblast) we
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determined that ail mammalian Inpp4 proteins share known conserved domains
including C2, as well as the Cys(X)5Arg phosphatase active site. Database search
alÏowed us to find that these proteins are phylogenetically related with
Caenorhabditis etegans 4-ptase and DrosophiÏa metanogater CG1846 (Fig 3-5A).
However, the presence of a plekstrin homology (PH) domain in the C. eÏegans
protein, instead of the C2 domain found in the other related proteins, is indicative of
convergent evolution of this part of the protein as both C2 and PH domain have been
implicated in membrane lipid binding [18]. Interestingly, the D. metanogaster Inpp4
orthologue contain both a C2 and a PH domain and surprisingly the D. melanogaster
PH domain is flot related to the C. elegans PH domain. Duplication of Inpp4 genes
(Inpp4a and Inpp4b) and presence of an alternative spiicing that generate the beta
isoform are only found in vertebrates, as only one Inpp4 gene is present in lower
metazoans (C. eÏegans and D. metanogaster). Tri addition, we fail to identify any yeast
Inpp4 orthologues, suggesting that this gene family as evolved with multicellular
organisms.
The Inpp4b C2 domain bind specific lipid
Since it was demonstrated that several C2 domains can bind lipids and can serve as
module to recruit proteins at particular intracellular membrane [19;20], we
investigated whether Inpp4b C2 domain could have lipid binding specificity. Using
an in vitro lipid-binding assay, we demonstrated that Tnpp4b-C2 domain
preferentially binds to phosphatidic acid and phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate
(PI(3,4,5)P3) (Fig 3-5C). In addition the Tnpp4b-C2 domain also binds other
phosphorylatcd PI and phosphatidyl serine, but with a lower affinity.
Characterization of a novel Inpp4b isoform : Inpp4bas
Among several Inpp4b cDNA clones we isolated, one of them was found to contain
all Inpp4b exons except exon 5 (Fig 3-6A). RT-PCR conducted on mouse tissues
RNA confirmed the existence of this new spliceoform in vivo. With a single pair of
primers localized upstream of the start codon in exon 3 and in exon $ respectively,
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two specific amplified products of 461 and 342 bp respectively were detected (Fig 3-
6B). The sequences of these two products demonstrated lack of exon 5 sequence
(1 l9bp) resulting from alternative splicing and generating a shorter cDNA, Inpp4bŒs
(Inpp4bŒ short), compared to the lnpp4bŒ native form (Fig 3-6A, C and D). These
two RT-PCR products were also widely detected in mouse tissues but in different
proportion and only the larger form was detected in brain, suggesting a specific
regulation in this tissue (Fig 3-6B). Because the exclusion of exon 5 in 1npp4bxs
resuits in a frame shift and in a premature stop codon in exon 6 if the original start
codon is used, we hypothesize that an alternative downstream start codon was used
for the translation of the Inpp4bus messenger (Fig 3-6C and D). The resulting protein
is predicted to be 865 aa long, with a predicted molecular weight of 98 kDa. To
confirm that the Jnpp4bŒs messenger is translated in a functional protein we fused the
Inpp4bxs C-terminus to EGFP in a expression plasmid. The resulting fusion protein
species were characterized by Western blot following transfection in COS celis. Anti
EGFP and anti-Inpp4b primary antibodies detect a -135 kDa hand in Inpp4bx-EGFP
transfected celis and a slightly lower —126 kDa hand in Inpp4bŒs-EGFP transfected
cell extracts (Fig 3-6E). This result confirmed that Inpp4bcxs is produced from an
alternative translation start codon. This new lipp4b isoform contain ah the protein
domains of Inpp4bŒ excepted the 85 N-terminal amino acid, which are substituted by
a novel sequence of 24 news amino acid and Jnpp4bŒs lacks half of the C2 domain
(Fig 3-6B). For unexplained reasons Jnpp4bŒs-EGFP fusion protein have a lower
expression level than Inpp4bŒ-EGFP protein in COS cehÏs. This may result from a
lower stability of the protein or by the used of the alternative start codon that does flot
correspond to a consensus Kozak sequence in Inpp4bŒs. 1nterestingly, Jnpp4bŒ and
Jnpp4bŒs EGFP fusion proteins transfected in COS cells demonstrated a similar
cytosolic localization as detected by EGFP fluorescence (Fig 3-6F). Together, these
results demonstrated that the Inpp4bas represent a novel isoform of the Inpp4b
protein in addition to the differentially expressed x and Ç3 isoforms.
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Subcellu]ar Iocalization of Inpp4ba and Inpp4bf3 proteins
To detenuine the cellular localization of the different Inpp4b isoforms, full length
cDNAs of Tnpp4bŒ and Inpp4b3 were inserted in frame into an EGFP expression
vector, and the chimaeric proteins were expressed in COS celis. Compared to EGFP
control expressing cells, Inpp4bŒ-EGFP is distributed uniformly in the cytoplasm and
excluded from the nucleus (Fig 3-7A and D). Interestingly, a more restricted and
specific localization for Inpp4bf3-EGFP was reproducibly detectcd in the several celis
analyzed (Fig 3-7G). This restricted Inpp4bf3-EGFP localization in COS cells was
consistent with an association of this isoform with the Golgi and it exclusion from
other cellufar membranes. This was confirmed by the colocafization of Inpp4b3-
EGFP with Golgin 97, a specific marker of the Golgi apparatus (Fig 3-71-L).
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DISCUSSION
In this paper, we described the characterization of the mouse Tnpp4b gene and
protein. The murine gene structure is highly conserved compared with human and rat
homologues. Conservation of the different protein isoforms and domains is indicative
of a common cellular function. The promoter region includes several transcription
factor consensus sites and three major transcription initiation sites were mapped by
primer extension. Using EGFP fusion protein transfection assays, we demonstrated
that the Inpp4b protein isoforms were differentially localized, the alpha isoform
widely distributed in cytosol whule the beta isoform specifically localizes with the
Golgi apparatus. Two recent studies have shown, in similar experiments, that
Jnpp4aŒ colocalize with endosomes where it play a role in PI(3 )P production [11; 12].
Our resuits suggest that this is not the case for Jnpp4bŒ and Inpp4b3.
The P13 kinase signaling pathway has been involved in numerous cellular processes
including ceil proliferation, differentiation and survival. However, regulation of this
pathway is stili poorly characterized especially for the phosphatase activities needed
to counterbalance production of active phosphorylated second messengers. The
expression profile of murine Inpp4b alpha isoform established here confirmed an
ubiquitous tissue expression pattern very similar to the murine isoenzyme Inpp4a
alpha and beta isoforms. In contrast, the Inpp4b beta isoform showed a more
restricted pattern limited to brain, heart, intestine, skeletal muscle and spleen.
Specificity of this pattern is further emphasized when expression was monitored in
ceils from hematopoietic lineage. Only the Inpp4b alpha isoform displays a high level
of expression in enriched hematopoietic cells populations as monocytes, T and B
lymphocytes, and NK cells, compared to the Inpp4b beta and to Inpp4a alpha and
beta isoforms.
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The Inpp4b promoter sequence analysis revealed consensus binding sequences for
several transcription factor, sucli as ETS, GKLF, SPi, c-Myb, AP-2alpha, MEF-2,
NF-id3 and GATA. Gut-enriched Kruppel-like factor 4 (GKLF/KLF4) generally act
as a tumor suppressor by repressing specific gene expression and lias been implicated
in colon and breast cancer [21;22], but also in the repression of CD1 ld promoter in
myeloid celi [23]. Repression by GKLF may explain why Inpp4b has lower level of
expression in macrophages and bone marrow monocytes compared to lymphocytes
(Fig 3-5B and data flot shown). Recently, the c-Myb transcription factor lias been
implicated in hematopoiesis and more specifically in megakaryocytopoiesis [24;25].
One could think that regulation of the Inpp4b gene by c-Myb is responsible for it
expression in lymphocyte and megakaryocytes [9]. MEF-2 proteins are members of
the MADS-box famiÏy of transcription factors and are implicated in cardiac and
skeletal muscle differentiation, but also in neurons and immune cells. Regulation
Inpp4b transcription by MEF-2 may account for is strong muscle and brain
expression. However, as Inpp4b is expressed in several tissues, it expression might be
regulated by tissues-specific or nonspecific transcription factors, such as SPi.
Our analysis of the Inpp4 family in various organisms, demonstrate that a common
feature among Inpp4 protein is the presence of one concerved C2 C-terminus domain,
except in C. eÏegans 4-phosphatase where the presence of a PH domain is predicted.
We have assessed the lipid binding properties of mouse Jnpp4b-C2 domain and find
that it preferentially binds to phosphatidic acid and to PI(3,4,5)P2. Given the fact that
Jnpp4a-C2 domain interact preferentially with PI(3,4)P2 and PI(4)P [ii], our result
suggest that Inpp4a-C2 and Inpp4b-C2 have different lipid binding specificity that
may explain the different subcellular localization of Jnpp4aŒ and Inpp4ba.
Consistently with this hypothesis, Ivetac et aï. have showed that die C2 domain of
Inpp4aŒ is requires for it recruitment to endosomal membranes.
Previous studies have failed to show phosphatase activity for Inpp4b3 isoform in an
in vitro assay using PI(3,4)P2 as substrate [7]. It was speculated that tissue specific
173
cofactors or precise subcellular localization is require in vivo to observe the
phosphatase activity of Inpp4bf3. Consistently, as the beta spliced isoform includes a
putative transmembrane domain, the resulting protein is most likely exclusively
associated with a membrane in a precise cellular compartment. Our localization
analysis confirmed that the beta isoform is localized within the Golgi apparatus. This
unique localization may implicate specific protein-protein interactions and substrates
present only within this organelle, ensuring specificity for this phosphatase isoform.
This resuit also suggests that the C-terminus of Inpp4bf3 contains a specific signal that
is responsible for the retention of this transmembrane isoform to the Golgi.
lnterestingly, the different cellular localization of Inpp4bŒ and f3 isoform is similar to
what is observed with the two isoform of phosphatidylinositol 4-kinase type II
(PI4KII). In this case, PI4KIIa is located at the transgolgi network were it is
implicated in the production of PT(4)P [26], while PI4KTIf3 is a cytosolic protein [27].
Additional fine tuned control of Inpp4b expression and function may rely on
alternative spiicing. The presence of multiple isoforms for Inpp4b may represent a
way to specify tissue expression and may represent a general strategy in the 4-
phosphatase family to generate from the same gene multiple proteins with different
functions. For example, at least 4 different isoforms have been described for the
human INPP4A protein: INPP4AŒ1, INPP4AŒ2, INPP4AŒ3 AND INPP4Af3 [7;28].
Jnterestingly, we characterized a novel Inpp4b alpha alternative splicing excluding
exon 5. In this a new isoform, Jnpp4bcxs, the 85 most N-terminal amino acids present
in Inpp4bŒ are substituted by 24 news amino acids, resulting in lost of haif of the C2
domain. This isoform seems to be present at the RNA level in the majority of tested
mouse tissues except the brain in which expression is undetectable. In COS ceils,
localization of Inpp4bcs is similar to the native full-length form of the protein.
However, truncation of the C2 domain in Inpp4bxs suggests that this isoform would
174
have altered lïpïd-binding properties and consequentially, be submitted to different
regulation mechanisms.
Together, our resuits demonstrated high structure conservation for the murine Inpp4b
gene and proteins compared flot only with other vertebrates like rat and human, but
also with more primitive organisms like insects and nematodes. The establishment of
a detailed expression profile of kpp4 isoforms defined strong tissue specificity for
the Jnpp4b alpha isoform who associated with hematopoietic lineage, suggesting most
likely a unique function in these celis. Our characterization of the murïne Inpp4b gene
structure and expression specificity set the basis toward in vivo functional studies on
the role of Inpp4b in normal and defective hematopoiesis.
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A Rouaa 1 RRIRRtGT0RRUQHFLRR2tQR0iaRDIQFT3IQRIRIlRtQLtFILRCRRL8RPR5DRKL!;Rat t RaaRRRaTRRRaR!IFLpRRoRRRtRaoFTaaRRapRRpoLRFrtRcRRtvRRvslRKtt
Raaaa1RRaRRRGRRRRRRRFLRTRÇRURRRCOFTSaQWtRRRRQLRtatRRRRtVARRRRRKtt
tt
Mooaa Ra TWQIOVIRPRRRTLTR780TRIVRUTJOPLFL7tUIFRPR7PI700TRIKLWORVJW1
Rat 11 TVVQVUVIIIPVERflTRYURTRRRRRTIOPLFLT080FRRRYPIORRTRIRLTVYRVRRR
Raoaa Ra TLVOISVIRPVRRRLTROtOTRIVRUTRRRLFLRaVTFRORYROORRTRIRLTO7IVRRR
Rouaa 121 URRTIRTRVLRRRICRPRRvR4OFLURROFR0ORLLRORRQLLOLULRT2RœRvvGTIO
Rat a2a RRRTIRTURLRRR]CRRRR0RqOtLURROFROORLLRURRRLLULILRTRRRGROvOTIR
lut.aa 020 RRRTVRTOVRRFRtRRRPIRO4SFLOOROFRvORLLRRRRQLLvLRLRTORORRv8RTIR
ROUaI Rai VSLVRRORIRRRRTRIIRflRVQRQRCRLM7ROTRPRSLRORRt1LRFRRRVL1RVCRLYR
Rat 081 VOLVRRGRRRRGRTROITtRORGQRCALVYROTRPROLOURR!ILRFRRIRVLR7TPOCRLYR
Raaaa lai ROWRMGRRRRGRRRIIIflt110QRRRLttRITRPESVIIRRNLRFLISVLRIIRVtRLIR
bRRR 241 RRTOI1iRRNRRRRIRSRRILRFJIRRRRLIRLIIIRRRLCRIRILRRRflRLUROUROLRIRIV
Rat 241 tRTURIRRMRIRRRRIRIILUflIRRRRLIRLHIRRRtORRRRLRRLRRLURRORNtRmI0
Rarnaa 241 FPTURNRRRROMSRRRLUFRRRRRLaULRRRRRLCR,;ORaRRRaRLURORRULRRR0
baaaa 381 LIRCRQRV’TRORDItTRtURR7tIIFR0000RORRTLRFVP7NUItQRNR080PRLRRRt
Rat aRR LIRIRQRVRROQRRLTRLIRRRaIUFRISIURIRRflRFVPIIIUItORRQVRSRRtRRRL
R188R aRR LTRIRQR7RRYQRRLTRRRRRT001FRRRRRKURRTLRFVPRZIUILQRRQ7RISPIILRRR8.
Raaaa 310 IRVRflGRRRRRFQRFRRGGLRKLLRRFRTRRRIrTRYRFR110PR1RIRRRRRVLOIIRQL
Rat 3R1 YUVRTUGRRARRFRRFRRGRtRRttRRFRTRRRWt070RRÏIORR1JTRRRRRItUIRRRt
ROUaR 311 7RVRflGRRRROFQRRRRIO1RRtUIRFRPRRR1rTO7RRR7IRRRWORRRRRVtOIJRRQt
Rouaa 421 OPLRRTR2RLLtTRRRRRRPRSLRIULRLLRRRTRLFRRRFRRRLVRRRLLRLRTRRPUR
Rat 421 QPLVRI7IRRLLLTRRRRRRPDILRIOLKLLORRTRLFVRRFIOQLVRIRLLRLflRRPGU
Iloaaa 421 RRtRRTRRRtttRIROORIPRItRROtRP4tSRRTRtFRIIRFRRQtVRSARLRtYTRRRRG
ROURR aRR RLRRRROPIWOTRRRRTOORTR-RLRR111RRRRURYRRRRWtRVRRI1VRRRLIIIRRRV
Rat 4R1 RtRRRRORRVOTRRRURRHROPRRLRRRRSRPRRSRIRRRRURRVRMWURUL!TCRRRRV
Ra!Iao 4RR ILRRRROPROITRR-OOPORORRRRROORORRRRORYRRRRRRRORRRVGROtIRRROIW
Rat 541 RRtRRRROm1RRORaORIORRGRRRRRtRRStTURRRRRR700UIPLRLTLRRORROWR
RURal 14 R RRLRRRR000R4ORR RRRRRPRLTRRRPURPRRRIIYRRLYRLRtTLRIOORUR800I
Raoaa RRR RARROtTFOLLRRLRYOLROOLRILTLRRRRVFORRLRRLVORtRRRLIITOLIIRPOtLRRL
Rat 181 RAIOR4LTFOLLORLRYSLRRRURLTLRRRRRFRRRLRRLVOGFRRRLIITRLRRPRFLRRL
ROUaI 187 RRRROLTFOLtROLRIOLPQCLRtflRRRR000RRLRGtRCRFIRKLQTOt7RRUFtQQt
ROUIR RIO O7VRLRVOOtOLLITtRROIORLOORRRGIURtRKVRFRITRRTORRRtRVL7tRRRRW
Moaaa 728 VRVILPR7VFIULRLRRRRORLLRVYRRLFRVOIIIRRRTLRRRRRRVULRRUaRORRFRL
Rat 720 VRRRtRRWFROtRtOIRRGRttRVORRtflWRRITRORTIARRFUROULRROIRRRRFRt
Raaao 717 VROItRRRRIFROLRtOIREGRLLRVORRLFZIVORI1R000LRRRFRRVUtRRORRRRRFRL
ROORR7R080RYRRIFRRRRPRROIRIIFOROORtROLLROtIIO!IOOARRRIORWRRRULRRTRRRRUIO
Rat 7R1 OOR001RR77RRRRRRYRRRFQRORRtROttR!JtII0000RRRRRRVRRMRLRRTRRRRtIR
111131 777 LRROORRFRIRRRRRYRRIIFRRO!IRLRRLLRIILLR!I010RRRRIJVRRMRLRRTRRRRL!iO
Rooae R4R RRFTCCRORRRRTRRRVflROtSRLRRRRRLIIRRFFIRSILRRRRRRURRRRNRLKRRRRR
Rat 841 IRFTOIRORRRRTIRORTtI000RLIRROOLRRRFFRRALRCRRRRURRRRRVLMIRKRR
ROUaI R87 aRRTCCRRRRRRORR0RnR180ILRRROOLIIRRFFIRRLRRRRREURRRRR1LUIRKRR
Rat RRR RIAflRRLQtHRRPKRtRPPRIflURRRT 027
Roaot R97 KIAflRNLQtMUFPKflRPPRUflUIARR 024
B ROUIR RR4 tRçTQoRu1sRRRoTocLmRRaTsR14RRavRR.LLvOsRuwR1.RLouuLRatyQRat Rai IRRTQURIS121RRRRTUCLSR8R170RRRYRVRLLL001RLLWULILSLRLLLRRYR
RRR2R Rai SROTRORR2121RRRRTUCLTRRR070RRFYRVRLLLVSERLLVVWLILSLRRLLR1YQ
Figure 3-1. Mouse Inpp4b protein sequence.
A. Alignment of the mouse Inpp4ba protein with the human and rat proteins. C2 domain is boxed and
the conserved aspartic acid residues are indicated by arrows. The conserved consensus phosphatase
catalytic site is underlined. The protein sequence specific to the alpha isoform which resuit from an
alternative splicing is in bold. B: Alignment ofthe mouse Inpp4b beta isoform C-terminus with human
and rat homologues. The putative transmembrane domain is underlined.
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Figure 3-2. Inpp4b genetic aud physical maps.
A. Haplotype analysis of the 94 (Mus spretus x C57BL/6) FI x Mus spretus backcross progeny (BSS).
Each column represents a chromosomal haplotype identifled in the backcross and inherited from the FI
parents. The number of individuals is listed beneath each column. Open squares represent the C57BL/6
allele, and fihled squares represent the Mus spretus allele as determined by PCR-VNTR for Iupp4b and
RFLP and SSLP for other markers indicated at the left. B. Genetic localization of Inpp4b on mouse
chromosome 8 on the BSS genetic map. The MGD integrated genetic map is also shown.
Corresponding synthenic regions of human chromosomes are represented at the right. C. Physical
maps including hipp4b on mouse chromosome 8 and INPP4B on human chromosome 4q27-3 I.
Surrounding genes with transcripts orientation are represented.
178
A B
tA CTAG M S H L T B
-305
49++ -44’ -211
-245
Ht+g14---gtg+t41H1a9tHg4gHgg419+qggg+gg911
Ml11+ -249 9+---- -9tH19 gtgggtgtgt&ggl&glqlgt49tlgHHtH49+9-241
I lI 111111 IIIIIII!IIIII 1111111
—136 I
I c
I A 11111 11111111 II 1111111 III 111.1 1111111
--
I G ‘‘ g1494gg9949 11111 111+1 41191-94g 4191g gggll+gtt
G 9491+-1+5 g&g+g+ltgccgltgtc ----111111 -199144 991199191 1194919919149 -131
G 11111111 liii 11111
_ c 4—’ 1 g g g 4 4g g 99
G 994g 3 9 99
1 11111111111 1111111111
T
Hl=+ g+ctgg+g+91g1-+glgglgg+gg++g+gg+g1g999+gggtgggg9ltgggg-Hgg+1
G
____
—
44 9999 9g g-g 449994g g
1111111 IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIII II I
G g 44 444g 919 4444g
54 13+9 ‘ ,
rr0
‘+9 — 1111111 1111111111 lI IllIllIllIllIllI III
_________________________________________
fll,315&&+1H&111g9g91919131999g11991fl9999909AOCQÀGCA000AOM0009CC9AA
/ / T 94949+25 aMfloAo-CA009--+9g49--gangC---919IAOO9ZCaOCCCQCQMMMTOC+c_-_+41
—19
—
9+1G 11111111111 III 11111
— c
44 9k0049000000c1 G_A 44’t canACG4949coocoœaacoCr
O G 9111+ +94 ocnccAz44rœoo4r49accœooa49cruA4-crC9cC1-crn +149
G 11H IIIIIIIlilIIIIIIlIII.IIlIIII! 11H
G Hu5an C9440CC99C44CflG1T1WA9C199r1rZCA49CCC499TAC49990C49-4949CTA
9311+ ___
il NU
.18 1::--:-> -
-
\. G Ml++154 9A49t+49Htg11t91tgg991119g-g1qggt1ttg1.gg9t91g919q
_ _ _ _
\c 11111!
‘G
13113 9A091 111111.3 tggglHlltlgggll+991g9949&+tHltgllgggCggggtgg
Figure 3-3. Identification of Inpp4b transcription starts sites by 5’ primer extension.
A. Total RNA isolated from mouse tissues and yeast tRNA OR) as negative controt were subjected to
5’ extension reverse transcription reaction with a radiolabeled reverse oligonucleotide. Reactions were
migrated on a denaturing gel with sequencing reaction done with the same oligonucleotide. The three
major transcription start sites are indicated on the right by arrows. The star indicates the heart specific
start site. B. Proximal promoter (-347 to +254) of the mouse Inpp4h gene aligned with the human
homologous sequences. Arrows represent the positions of the three start sites. The position of the
oligonucleotide used for the primer extension reaction is boxed. Positions of potential conserved
transcription factor binding sites are underlined. (M, skeletal muscle; S, spleen; H, heart; L, liver; T,
thymus; B, brain).
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Figure 3-4. mRNA and protein expression patterns of the different Inpp4 isoforms in mouse
tissues.
A. Aduit expression of the different Inpp4 isoforms in mouse tissues was determined by RT-PCR.
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Figure 3-4. (Continued)
B. Expression of Inpp4 isoforms in enriched mouse hematopoietic ceils (T: T lymphocyte, B: B
lymphocyte, NK: natural kiiler lymphocyte, MC : mast ccli, MAC : peritoneal macrophage). C. Inpp4b
protein expression in mouse tissues was determined by Western blot using a specific Inpp4b antibody
raised against the N-terminus region of the protein (aa 2-235). As control COS ceils were transfected
or not with the Inpp4bŒ cDNA.
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Figure 3-5. Inpp4b orthologues and paralogues.
A. Schematic representation of the Inpp4b mouse, rat, human, drosophila and nematode orthologues.
Inpp4a mouse paralogue are also shown. Overail amino acid identity with mouse Inpp4b protein is
indicated as percentage. Amino acid identity for the 4-Ptase active site and the C2 domains are
indicated below each domain. B. Schematic representation of the three mouse Inpp4b isoforms
characterized in this study. C. Phospholipid binding specificity of the Inpp4b C2 domain. Detection
was achieved by hybridation with the anti-Inpp4b antibody that recognize this part of the protein (sec
method).
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figure 3-6. Identification and characterization of Inpp4bxs, a new isoform of Inpp4b.
A. Schematic representations of Inpp4bx and Inpp4bcs 5’ mRNAs regions. Position of the deduced
start codon (M) is indicated. Arrows indicate the position of the primers used in RT-PCR. B. Tissue
expression pattern of Inpp4bŒs was determined by RT-PCR. The specific shorter 436 pb corresponds
to Inpp4bŒs. C and D. cDNA and protein sequences of Inpp4bŒ and Inpp4bus respectively. The
sequence corresponding to exon 5, absent in Inpp4bas, is underlined and bolded. The alternative N
terminus sequence of Inpp4bŒs, absent in Inpp4ba, is bolded in D. Up-stream in frame stop codons are
underlined in both sequences. The start codon of Inpp4bŒ is bolded in the Inpp4bŒs sequence. Arrows
represent primers used in RT-PCR.
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Figure 3-6. (Continued)
E. The Inpp4has mRNA contains a functional open reading frame. cDNAs corresponding to Inpp4ha
and Inpp4bus were cloned in N-terminal of GFP in an expression vector and transfected in COS ceils.
Expression of the resulting fusion proteins was assessed hy Western hiotting using antihodies against
Inpp4b or GfP. In the Ieft panel. equal amount of protein extract were loaded (25 ftg). In the middle
and the right panel, only 0.25 ig of Inpp4hOE-GFP extract was loaded (11100). F. Subcellular
localization of Inpp4bu-GFP and of Inpp4bas-GfP in COS cetls (upper panels). Nuclei were stained
with Hoesch (middle panels). Merge pictures demonstrate a cytoplasmic distribution of hoth isoforms
(bottom panels).
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Figure 3-7. Subcellular localization of Inpp4ba-GFP and Inpp4b3-GFP isoforms in COS ceils.
In COS celis transkcted with eiher GFP (A-C), Inpp4ba-GFP (D-F) or Inpp4h3-GFP (G-L).
Iocalization of the different GfP fusion proteins was detected using confocal microscopv (A,D,G,J).
Celis were counterstained with anti-Golgin 97 antihody (red B,E,H,K). Nuclei (blue) were stained
using 10-PRO-3 dye. Merge pictures demonsirated colocalization 0f Inpp4h3 with Golgin (C,F,I,L).
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Table 3-1. Exon-intron boundaries of the Mouse Inositol Polyphosphate 4-Phosphatase Type II
Gene.
Exon Exon boundaryb Exon Intron Intron boundary Intron
no. Iength no. Iength
la tgtgcg caagag 91 1 gtaacatcc tgcccacag 129959
2a aaccca cccaag 63 2 gtggtaaaa atttcacag >280000
3 tggact ACC A 194 3 gtaagtgtg tatttatag 2569
4 GC ATC CTC G 45 4 gtaaggaat tgttgccag >24000
5b CC TGC GTG GAG 119 5 gtgagcctg tgttttcag 2595
6 GGA ACA GAT ACT 117 6 gtaagtact tctccatag >74000
7 ATT CGA GTT GCG 51 7 gtaggtgct tattttcag >12000
8 AGA AGC CTG AG 80 8 gtgagtctc tacttgcag 27361
9 A ACC CAA AAG 112 9 gtaggactg atgttccag 6466
10 TGT GCA GCA G 73 10 gtatgtaac cttgcccag 11942
il TC TTA TGT AG 148 11 gtaagagaa tcttaacag 49305
12 A AAC ACA G 131 12 gtatgaagc ttcttctag 378
13 GG TCC AAA G 105 13 gtattgata cccttccag >13000
14 AT GCT AGG M 109 14 gtaagtaat tctttgcag 15617
15 C ACC GAA AAA 178 15 gtaagatcc tctttgcag 11785
16 ACT GAG GAG TGG 204 16 gtaagtctc tgtcttcag 13135
17 GAT AGG CGT G 166 17 gtaagaact ctgccacag >22000
18 AG GAC GAG GCG 173 18 gtgggtgcc ttttctcag 1151
19 CTT GCT TAC A 124 19 gtaagtatt cctgtgcag 7386
20 GT GAT AGA CG 118 20 gtgagtggt tgtctgcag 4215
21 G GAA GAG AG 141 21 gtaggctga tatttttag 2096
22 G TTT GAT T 98 22 gtaagtata atcctgtag >20000
23 AT ATT GCA ACG 113 23 gtaagcact gtcttgcag 2636
24 ATT TGT AGA AG 155 24a gtatcgtac taacagcag >50000
2Sab A AAA CAA TAA —1340 24b gtatcgtac tttccccag >50000
255b A GAA ACC TAA -.190
These two exons contain 5’ untranslated sequence. The ATG (start codon) is in exon 3.
Altematively spliced exons.
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Table 3-2. Exon-intron boundaries of the Human Inositol Polyphosphate 4-Phosphatase Type II
Gene.
Exon Exon boundary Ixon Intron Intron boundary Intron
no. length no. Iength
la ggagag ? 1 gtaattacc ttcccgtag 120307
2a aataca acaaag 63 2 gtaatgctt gtttcctag 294453
3 gtacag ACA A 217 3 gtaagtatg tatttatag 1951
4 GT ATC CTT G 45 4 gtaagaaat cgttgccag 23848
5 CA TGC GTG GAG 119 5 gtgagatgc ctgttacag 2151
6 GGA ACA GAG ACC 117 6 gtaagtact tctccacag 88175
7 GTT CGA GTT GGG 51 7 gtaagtgtt tattttcag 9174
8 CGA AGT CTG AG 80 8 gtgggtctc ttgttgcag 34683
9 A ACT CAA AAG 112 9 gtaggatct ttttcctag 10098
10 TGT GCC TCA G 73 10 gtatgtaac tttttccag 22480
11 TG TTA TGC AG 148 11 gtaagagaa tcttaacag 28837
12 A AAC ACA G 131 12 gtgtggaag Ctccatcag 366
13 GG TCC AAA G 105 13 gtatcataa ctactccag 15229
14 AT GCT AGA AA 109 14 gtaagtaaa ttgttgcag 19277
15 T ACC GAA AAA 178 15 gtaagatcc tctttccag 13070
16 ACA GAG GAG TGG 204 16 gtaagtctc ttttttcag 14361
17 GAG AGG AGA G 157 17 gtaagaaat ttcccccag 21079
18 AG GAG CAA GCA 173 18 gtaggtgcc ttttttcag 1172
19 CTT GCT TAC A 124 19 gtgagtatt attgtttag 1046
20 GC GAT AGA CG 118 20 gtaagcagt cttctttag 9445
21 A GAA GAA AG 141 21 gtaagcttt tgtttgtag 4351
22 G TTT GAT T 98 22 gtaagtatg ccccttcag 21836
23 AT ATT GCA AGC 113 23 gtaagcact atgttacag 3958
24 ATT TGC AGA AG 155 24a gtatctcac atttaacag 51728
2Sa C AGA CAA TAA -l340 24b gtatctcac tttcaccag 53116
255b A GAA AGC TGA -165
These two exons contain 5’ untranslated sequence. The ATG (start codon) is in exon 3.
b Altematively spliced exons.
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CHAPITRE 4. EXPRESSION SPÉCIFIQUE DE LA RECOMBINASE CRE
DANS LES MACROPHAGES ET LES OSTEOCLASTES DANS LES SOURIS
TRANSGÉMQUES CD11B-CRE
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4.1. MISE EN SITUATION
Les études présentées au chapitre 2 suggèrent un rôle pour Inpp4b dans la
différenciation et la fonction des ostéoclastes. Afin de confirmer l’importance
d’Inpp4b dans l’homéostasie osseuse in vivo, nous avons décidé de déléter le gène
Inpp4b chez la souris. Les études d’expression que nous avons réalisées montrent
qu’Inpp4b est exprimée dans la plupart des tissus (voir chapitre 3). L’ablation totale
du gène lnpp4b pourrait donc causer des défauts lors du développement de ces tissus
et même provoquer la mort in utero des embryons. Afin d’éviter ce problème, mais
également dans le but de pouvoir étudier précisément le rôle d’Jnpp4b dans les
ostéoclastes, nous avons choisi d’utiliser le système Cre/lox qui permet l’ablation
conditionnelle d’un gène dans un tissu précis. Le système Cre/Ïox nécessite deux
outils génétiques, un allèle «floxé» du gène que l’on veut cibler (voir chapitre 5) et
une souris transgénique qui exprime la Cre recombinase dans le tissu d’intérêt. Dans
notre cas, nous souhaitions développer une souris qui exprimerait la Cre dans les
ostéoclastes, mais également dans leurs précurseurs, un outil génétique qui n’était pas
disponible à ce moment. Dans ce troisième article, il est décrit comment nous avons
généré une souris CD11b-Cre qui permet l’expression fonctionnelle de la Cre dans les
monocytes, les macrophages et les ostéoclastes.
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SUMMARY
To develop specific conditional gene ablation in the hematopoietic myeloid-osteoclast
lineage, transgenic mice expressing Cre recombinase under the control of the CDÏ lb
promotor were generated on the C57BL/6 background. The cellular specificity of Cre
activity following recombination was quantified in the ZIEG reporter transgenic mice
by FACS analysis with lineage specific markers and EGFP co-expression. A high
degree of recombination, as evidenced by EGFP positive celis, was demonstrated in
macrophages and granulocytes of bone marrow and spleen by the presence of double
positive celis CD1 lb/EGFP and Grl/EGFP respectively. InterestingÏy, the peritoneal
macrophage population showed almost complete DNA recombination at large. Most
importantly, mature osteoclast ceils derived from the double transgenic bone marrow
and spleen progenitors were EGFP positive. Hence, these CD1 lb-Cre mice will
provide a unique tool to unravel novel gene function and activities involved during
osteoclast and macrophage differentiation and maturation processes.
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1ESULTS AND DISCUSSION
The advent of homologous recombination and murine embryonic celi unes has
allowed functional studies in vivo by manipulation and removal of specific gene
activity in the mouse genome. However, early embryonic lethality in systemic
knockout approach has serious limitations by preventing identification of important
roles for genes in later stages of development. The Cre-Lox system (Sauer,
Henderson, 1988; Nagy, 2000) introduced the notion of the conditional knock-out
approach, based on a tissue- and time-specific gene inactivation in mouse, and this
approach bas been particularly usefiul to unravel the role of specific genes in the
hematopoietic lineage. A series of transgenic mice expressing the Cre recombinase
under the control of a promotor targeting the entire hematopoietic system or a specific
celi lineage lias been generated, including the vav-Cre (de Boer et al., 2003) or more
specifically, the CD19-Cre and lck-Cre mice (Rickert et al., 1997; Hennet et al.,
1995).
To study the role of genes upon macrophage/osteoclast lineage differentiation, it is
essential to develop a system tliat can target Cre to this hematopoietic lineage.
Toward this aim we have selected the human CD1 lb regulatory elements that have
previously been used to target transgene expression in this lineage.
CD 11h encodes the x subunit of the Mac-1 leukocyte integrin heterodimer, a major
adhesion molecule and a commonly used hematopoietic surface marker. This gene is
upregulated during myeloid differentiation with the highest levels in mature
monocytes, macrophages and neutrophils (Beller et al., 1982; Rosmarin et al., 1989).
Tmportantly, the CD 11 b is also expressed along the osteoclast differentiation pathway
from mononucleated early progenitor celis until mature polynucleated osteoclasts
(Fujikawa et al., 1996; Shalhoub et al., 2000). The hematopoietic specificity of the
human CD1 lb promotor lias been demonstrated since it is active only in
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hematopoietic ceils in vitro by transfection assays (Palfi et al., 1992) and in vivo in
transgenic mice (Dziennis et al., 1995). The upstream regulatory region of the human
CD 11h gene (1 .7kb) linked to Thy 1.1 or the tacZ gene was shown in two transgenic
unes to be sufficient to direct high level expression in monocytes, macrophages and
neutrophuls (Dziennis et al., 1995). Furthermore, the CD1 lb transgene expression was
also detected in sub-populations of T and B ceils, but excluded from other
hematopoietic and non-hematopoietic celis and tissues (Back et aL, 1995).
In this study, we have generated and characterized transgenic mouse unes expressing
the Cre recombinase under the control of the CD1 lb promotor. The CD1 lb-Cre
transgene construct as shown in Figure 4-la, served to produce the CD1 lb-Cre
transgenic mice. These mice are readily available for mating analysis since we
engineered these transgenic mice on the pure inbred C57BL/6 background. Three
transgenic founder mice (A, B, C) were produced out of 37 live mice. Two
transgenic founder mice liad intact transgene (A, B) and unes were estabiished,
whereas the third founder C had apparently integrated a truncated form of the
transgene (data flot shown) and consistentiy no expression was detected in this une. In
the two intact transgenic unes, expression of the transgene was demonstrated in
peritoneal macrophages using RT-PCR assays (Fig 4-lb). The -‘1.8 kb RT-PCR
amplicon corresponds to a fuliy spiiced mRNA as confirmed by sequencing, whule
the partially spiiced —2 kb fragment resuits from the retention of the hGH intron 1 in
the Cre-hGH fusion mRNA. Mice from the two CD1 lb-Cre transgenic unes did flot
show any adverse phenotype, they were fertile and showed proper transgene
transmission. Notably, in the transgenic mouse une A, transgene integration was in
the Y chromosome as ail male progenies were transgenic. Interestingly, the ievei of
expression did flot appear proportional to transgene copy number. The transgenic une
B with -‘40 copies of the transgene displayed low expression levels, whiie the une A
with —4 copies of the transgene integrated on the Y chromosome demonstrated
significantiy higher expression ievels. These resuits showed that the transgene
expression under the control of the CD1 lb promotor was strongly dependent on
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chromosomal position effect and suggested the existence of additional unidentified
regulatory sequences responsible for appropriate CD1 lb gene transcriptional
activation.
To investigate the transgenic CD 1 lb-Cre mice specificity, these mice were crossed
with the double reporter mouse strain ZJEG (Novak et al., 2000). The Z/EG transgene
(jacZ-EGfP) contained a floxed lacZ gene and an EGFP gene, under the control of
the ubiquitous promotor chicken 3-actinICMV enhancer. Crossing the Z/EG mouse
line with a Cre-expressing transgenic mouse une resuits in Cre mediated deletion of
the tacZ gene and activation of the EGFP gene. According to the promotor specificity
targeting Cre expression, this approach has the potential to identify and isolate by
FACS analysis in vivo recombined EGFP expressing ceils for further characterization.
A comparative analysis was canied out on hematopoietic celis isolated from the two
CD11b-Cre/ZJEG double transgenic mice (A and B) and from control single
transgenic Z/EG. Both transgenic lines displayed CD1Ïb and EGFP double positive
celis in peritoneal macrophages, the transgenic une A having the highest percentage
of EGFP positive ceils in this population (—38%), compared to the une B (—5.5%)
(fig 4-2). Quantification of these double positive ceils was also determined in the
other hematopoietic cell compartments. In bone marrow, the transgenic line A
showed a lower recombination efficiency demonstrated by the presence of —25% of
CD1 1bIEGFP double positive compared to -40% of CD1 lb single positive. Since it
is known that granulocytes are double positive Grl/CD1 lb, we have also evaluated
the level of Cre recombination in this population. Approximately 16% of the bone
marrow granulocyte Grl population was EGFP positive cells (fig 4-2). Essentially,
all EGFP positive cells in bone marrow (—35%) consisted of the granulocyte and
macrophage ceil population. By contrast, the other double transgenic CD11b-Cre une
B displayed a significant lower level of Cre activity in peritoneal macrophages, bone
marrow, spleen and thymus (Fig 4-2, 4-3 and data not shown).
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We have also analyzed recombination in additional hematopoietic tissues using the
transgenic une A. Consistent with the cellular CD 11h promotor specificity (Back et
al., 1995), expression of EGFP following recombination was detected in
approximately haif of the B220 ceils sub-populations in the spleen but at low levels
when considering the population of mature B-lymphocytes. Low levels of
recombination were also detected in spienic macrophages (Fig 4-3). In the thymus,
one third of CD4 T lymphocytes were EGFP positive, confirming that CDllb
promotor is active in this sub-population of T celis (Back et al., 1995).
Specificity and frequency of recombination were further quantified using genomic
DNA extracted from the same ceil samples used in FACS analysis and from various
tissues of double CD1 lb-Cre/ZIEG transgenic mice from une A by Southern analysis.
Specific recombination of the ZIEG locus was confirmed in hematopoietic organs
including bone marrow, spleen and thymus while a very low level of recombination
was barely detectable in testis, liver, kidney, brain, heart and lung, possibly consistent
with peripheral blood contamination (Fig 4-4). Importantly, close to 100%
recombination was quantffied in the peritoneal macrophage population demonstrating
for transgenic une A, a very high specificity and efficiency of recombination.
AÏthough these resuits correÏated with the FACS analysis to show that the peritoneal
macrophage population exhibited the highest recombination levels, the evaluation
based on EGFP expression appeared to be underestimated, possibly due to technical
limitations and cell manipulations. Taken together these results demonstrated that
macrophages were the main targeted cell population for Cre recombination controlled
by the mouse CD11b promotor.
Analysis of Cre-mediated recombination was also investigated in microglial ceils
since they derived from a cormnon precursor as macrophages (Hess et al., 2004;
Priller et al., 2001). In brain of CD11b-Cre/Z/EG double transgenic mice EGFP
expression was observed in several microglia-like cells (Fig 4-5a-b), as determined by
their rod, amoeboid and bipolar elongated shape and by their small ovoidal nucleus
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(Fig 4-5c-e). This provide evidence of specific recombination in microglial celis. In
contrast, no EGFP expression was detected in neurons-like ceils from CD1 lb
Cre/Z/EG double transgenic mice.
Because macrophages share a comrnon hematopoietic precursor with the osteoclasts
(Boyle et al., 2003), the ceil responsible for bone matrix resorption, the osteoclast
lineage was investigated ex-vivo. From the CDÏ lb-Cre/ZIEG double transgenic une
A and Z/EG controls, hematopoietic progenitors were isolated to determine whether
recombination occurs in the osteoclast lineage. Hematopoietic ceils including
osteoclast progenitors present in bone marrow andlor spleen celis were co-cultured
with primary osteoblast cells(Rajapurohitam et aL, 2001) and differentiation was
apparent by production of multinucleated osteoclast celis (OCLs) after 6-8 days.
Importantly, when derived from CD 1 lb-Cre/ZJEG double transgenic hematopoietic
celis, ah mature osteoclasts expressed EGFP at very high levels as detected by
fluorescent microscopy (Fig 4-6, left panels). These multinucleated celis were bona
fide OCLs as confirmed by positive tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP)
staining, a specific osteoclast marker (Fig 4-6, right panels). Since no differences
were noted in osteoclast differentiation between hine A and controls, the expression of
EGFP or of Cre did flot interfere with this process. The specificity of CD1 lb-Cre
recombination in the macrophage/osteoclast in transgenic mouse hine A provides
evidence that Cre was active along this lineage differentiation pathway.
Recently, two different transgenic mice were produced expressing the Cre
recombinase exclusively in mature osteoclasts (Chiu et al., 2004), by using the TRAP
and the cathepsin K (Ctsk) osteoclast specific promotors. Since these transgenic lines
will not address the role of specific genes in early osteoclast precursors or
macrophages, this CD11b-Cre transgenic une is the first fully characterized and will
be essential for targeting Cre mediated deetion of conditional alleles in early
precursors to unravel gene function during osteoclast differentiation.
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In summary, the generation of CD1 lb-Cre transgenic mice will provide a unique
opportunity to study in vitro as well as in vivo the role of specific genes in osteoclasts
differentiationlmaturation as well as in macrophages and, by crossing them with
Z/EG mice, to potentially isolate an enriched osteoclast progenitor population by ceil
sorting.
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MATERIALS AN]) METHODS
Transgenic mice
The coding sequence of the Cre gene (1377bp) was amplified by PCR from the pIC
Cre vector (Gu et aL, 1994) using primers described in Table 1. The Cre PCR product
was digested with BglII and cloned in the BamHI site of the D 1790 vector (Dziennis
et al., 1995), downstream of the 1.7 kb specific CD11b promotor which included
transcription start site and 83 bp of 5’UTR. The introns and polyA sequences from
the human hGH (2154bp) have been included for efficient transgene expression.
Linearized NotllHindffl 5235pb transgene fragment was injected (lng4tl) into
fertilized mouse oocytes isolated from C57BL/6 crosses and transferred to
pseudopregnant females. Founders were identified by PCR of tail genomic DNA (see
Tablel) and were subsequently crossed with Z/EG mice (Novak et al., 2000) to
generate CD1 lb-Cre/Z/EG double transgenic mice. Transgene integrity and copy
numbers were evaluated by Southem analysis using BglII or BamHI digestion and
hybridization with a Ïabeled Cre cDNA probe. To genotype ZIEG transgenic mice,
tail biopsy or ear punch were fixed in 4% paraformaldehyde for 1 h at 25°C and
stained ovemight at 37°C with X-gal (lmg/ml) in PBS containing 2mlVI MgCI2, 4
mM potassium ferrocyanide, 5mM potassium ferricyanide, 0.2% NP-40 and 0.1%
sodium deoxycholate.
Expression Analysis
Total RNA extracted from tissues of Fi offspring of CDY lb-Cre founders were
subjected to RT-PCR using primers listed in Table 1. Specificity of the PCR products
was confirmed following Southern blot analysis using labeled probes for Cre cDNA
and r3-actin as control (Table 1).
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FACS analysis
For flow cytometry analysis, tissues and celi samples were isolated from 4 to $ week
old mice derived from CD11b-Cre x ZJEG matings. Peritoneal ceils were obtained
following lavage with 2x3m1 of PBS with 0.5% FBS, and single-cell suspensions
from bone manow, spleen and thymus were subjected to red blood ceil lysis and
stained with Phycoerythrin-conjugated antibodies against CD4, CD 11h, Gri or B220
(BD Biosciences). Celis were analyzed on a Becton Dickinson FACScan flow
Cytometer, using a 480 nm laser for excitation, 530 nm emision for GFP, and 585 nm
emission for Phycoerythrin. At least three different transgenic mice have been
analysis for each transgenic une. Genomic DNA extracted from the same celi sample
used in FACS analysis and from testis, liver, lddney, brain, heart and lung from
CD1 lb-Cre/ZIEG double transgenic mice was digested with NheI and analysed by
Southem blot using a EGFP cDNA radiolabeled probe. In this assay, the non
recombined Z/EG transgene corresponds to a —11 kb hand, while the recombined
locus (deleted ÏacZ gene) corresponds to a -6 kb band. The level of Cre-mediated
recombination was estimated following quantification of the respective hands with
hnageQuant software.
Brain tissue processing
6 week-oÏd progeny from CD11b-Cre/ZIEG transgenic mice from line A were
anesthetized and perfused with 20 ml of PBS, followed by ice-cold 4%
paraformaldehyde in PBS, pH 7.4, over 10 min. Brains were removed, postfixed for 1
hr at 4°C, and then incuhated in 10% and 15% sucrose in PBS. Tissues were
embedded in OCT (Tissue-Tek) and 10 J.cm sections through the entire brain were
generated. Siides were incubated with DAPI, mounted in Fluor Save (Calbiochem)
and images captured using epifluorescence (Axiovert).
Ex-vivo osteoclast differentiation
Osteoclast like ceÏÏs (OCLs) were generated in vitro by coculturing new-bom primary
FVB/NJ calvaria osteoblasts and bone marrow (BM) isolated from 4-8 weeks old
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CD1Yb-Cre/ZIEG double transgenic mice in Œ-MEM containing 10% FBS, HT8
molfL 1,25-dihydroxyvitamine D3 and 106 moIfL protaglandin E2 (Rajapurohitam et
al., 2001). After 6-8 days of culture, osteoblasts were removed following 0.1%
collagenase/0.2% dispase treatment. EGFP positive live osteoclasts were detected by
epifluorescence (Axïovert), and then fixed in 4% paraformaldehyde and subjected to
TRAP staining (Rajapurohitam et al., 2001).
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Figure 4-1.
n: Schematic representation ofthe construct used to generate CD1Ib-Cre transgenic mice. The 1377
bp Cre cDNA wete cloned downstream ofthe 17$7-bp CD11b promotor fragment which included the
transcription start site (arrow at +1) and 83-bp 5’UTR (black box). Downstream the 2.1-kb of the
human growth hormone (hGH) gene includes exons (white boxes) and a polyadenylation signal.
Primers used in RT-PCR analysis are represented by small arrows (see Table I for primers sequences).
b: Expression of the transgene was detected in peritoneal ceils by RT-PCR in two different transgenic
unes. The two specific —2kb (partially spliced) and 1.8kb (spliced) transcripts were only present in
transgenic mice. 3-actin RT-PCR was used as control. NTg: non-transgenic control; RT +1-: presence
or absence of reverse transcriptase enzyme; C: negative PCR control; PS: partially spliced; S: spliced.
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figure 4-2. Quantification of EGFP expression in myeloid ceils by FACS analysis.
Peritoneal macrophages (PM) and bone marrow ceils from CD1 lb-Cre/ZJEG mice (unes A and B)
were analyzed using single ZIEG transgenic littermate celis as control. Celis were sorted for EGFP
expression and for either CD11h (mature myeloid celis) or Gri (granulocytes) expression. The
percentage of ceils in each quadrant is indicated.
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Figure 4-3. Quantification of EGFP expression in lymphoid celis by FACS analysis.
Spleen and thymus ceils from CDI Ib-Cre/ZIEG mice (une A) were analyzed using ZIEG single
transgenic littermate celis as control. Ceils were sorted for EGFP expression and for either CD! lb
(mature myeloid ceils), B220 (B lymphocytes) or CD4 (T lymphocytes) expression following
antibodies staining. The percentage of ceils in each quadrant is indicated.
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Figure 4-4. Specificity and frequency of recombination in different CD11b-Cre/ZJEG une A
double transgenic tissues.
a: Southern blot analysis of genomic DNA isolated from several CDI lb-Cre/VEG tissues. digested
wïth NheI and hybridized with a EGFP cDNA probe (Z/EG: non-recombined allele; AZ/EG:
recombined allele). b: Histogram representation of the recombination percentage for each tissue. (3M
bone marrow; Sp: spleen; Th: thymus; Te: testis; Li: liver; Ki: kidney; Br: brain; He: heart; Lu:
lung; PM : peritoneal macrophages).
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Figure 4-5. Detection of Cre mediated recombination in microglial celis from CDY1b-Cre/Z/EG
une A double transgenic, in cerebellum.
ta) and in brain cortex (b). Distincs microglia-like morphology found in CDI Ib-Cre/ZIEG brain
bipolar eiongated ccii (c), rod ccli (d) and amoeboid (e). Scale bars: a, 100 tm; b, 50 im; c-e, 25 tm.
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Figure 4-6. Ex-vivo production and characterization of osteoclasts derived from CD11b-
CreIZIEG une A double transgenic mice.
Bone marrow ceits were co-cuttured for 6-8 days with primary osteoblasts. After removal of
osteoblasts, mature multinucleated osteoclasts (arrows) were detected as double-positive cells for
EGFP (left panels) and TRAP expression (right panels). Scale bars : 100 tm
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Table 4-1 : PCR primer pairs nsed for transgenic mice screening and in RT-PCR assay.
Gene Primers Length Encoding nucleotides
Cre recombinase Fwd: 5’ TCATAGATCTCGACCATGCCCAAGAAG 3’ 1377 pb -5 to 1377 pb
Çtransgene construct) Rev: 5’ TCATAGATCTCGACAAHCCAACCHAC 3’
Cre recombinase Fwd: 5’ AATGCflCTGTCCGTGC 3 677 pb 150 to 766 pb
(Transgenic screening) Rev: 5’ CGGCAACACCA I I CTG 3’
Cre recombinase/hGH Fwd: 5’ AATGCUCTGTCCGflTGC 3 1877 pb 150 (Cre) to 1472
(AT-PCR) Rev: 5’ AATGTCTCGACCTTGTCCATG 3’ (spliced) (hGH) pb
r-actin (RT-PCR) Fwd: 5’ CAACGGCTCCGGCATGTGC 3’ 349 pb 32 to 380 pb
Rev: 5’ GAAGGTCTCAAACATGATCTGGGAC 3’
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CHAPITRE 5. INACTIVATION CONDITIONELLE DU GÈNE INPP4B
CHEZ LA SOURIS
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5.1. INTRODUCTION
Les études présentées au chapitre 3 suggèrent que l’inositol polyphosphate 4-
phosphatase de type II est un régulateur important de la différenciation et de la
fonction des ostéoclastes. Afin de confirmer ce rôle in vivo nous avons décidé
d’inactiver le gène Inpp4b chez la souris. D’après les résultats présentés au chapitre 4,
il apparaît que Inpp4b est exprimée dans la plupart des tissus. Considérant cette
expression relativement ubiquiste d’Inpp4b, il était possible que l’inactivation
complète de ce gène soit létale tôt dans le développement, ne permettant pas l’étude
des phénotypes osseux chez ces souris. Afin d’éviter ce problème, nous avons décidé
de générer un allèle conditionnel (floxé) de ce gène. Un tel allèle permet l’ablation de
spécifique la partie du gène se situant entre deux sites ÏoxP de reconnaissance et
d’excision par la recombinase Cre.
fl existe au moins trois différents isoformes de Inpp4b qui résultent d’épissages
alternatifs et Inpp4b est un gène de 25 exons et couvrant environ 600 kb sur le
chromosome 8 de la souris (voir chapitre 4). La longueur des introns ne permet pas de
«floxer» plus de deux exons par un seul évènement de recombinaison. U était donc
impératif de faire un choix judicieux quant à l’exon à «floxer ». En se basant sur la
mutation weebÏe dans hzpp4a, nous avons choisi d’insérer les sites ÏoxP de part et
d’autre de l’exon 11 d’Inpp4b.
Le mutant weebÏe (wbl) présente une délétion d’une paire de base dans l’exon 10 du
gène Inpp4a (Nystuen et al., 2001). Cette mutation provoque un changement du cadre
de lecture et l’apparition d’un codon non-sens (stop) prématuré à l’acide aminé 263
d’Inpp4a. La présence de ce codon non-sens semble responsable de l’absence
d’ARNm de Inpp4a observée chez la souris wbt. Ces résultats suggèrent donc que
l’exon 10 d’Jnpp4a est inclus dans tous les isoformes de ce gène.
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La structure des gènes Inpp4a et Inpp4b est remarquablement bien conservée. Ces
deux gènes présentent le même nombre d’exons (25) et le même épissage alternatif en
3’ qui génère les isoformes alpha et beta. L’exon 11 d’Inpp4b correspond à ce qui est
décrit comme l’exon 10 d’Inpp4a qui est muté chez la souris weebÏe. L’exon il
d’Inpp4b mesure 14$ ph et ne contient donc pas un nombre entier de codons.
Ainsi, la délétion de l’exon 11 d’Inpp4b devrait entrainer un épissage entre l’exon 10
et l’exon 12, un changement du cadre de lecture et l’apparition d’un codon non-sens
prématuré en position de l’acide aminé 233 dans l’exon 12. Une telle mutation serait
très similaire à la mutation weeble. De plus, la présence de ce codon non-sens situé à
plus de 50 ph de la jonction entre l’exon 12 et l’exon 13, devrait provoquer la
dégradation du messager par un mécanisme de «non-sens mediated decay»
(NMD)(Maquat, 2004).
Ce chapitre présente comment nous avons pu générer un allèle conditionnel d’Jnpp4b
en insérant les sites toxP de part et d’autre de l’exon 11 de ce gène. Des résultats
préliminaires concernant les phénotypes des souris déficientes en Inpp4b sont
également présentés.
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5.2. MATÉRIEL ET MÉTHODES
Génération des souris Inpp4b”, Inpp4b” et Inpp4bb0A0x
Un clone d’ADN génomique de souris 129/SV contenant l’exon 11 d’hipp4b
provenant d’une librairie de chromosome artificiel de bactérie (BAC) a été isolé par
PCR tel que déjà décrit (Chalhoub et al., 2003). Une construction de ciblage
(« targetting vector », voir figure 5.1) a été générée à partir de fragments provenant de
ce clone et d’un vecteur contenant deux sites ÏoxP et une cassette de sélection à la
néomycine (NEO) flanquée de deux sites frt reconnus par la recombinase Flipase
(Brown and Baltimore, 2003). Cette construction a été transfectée dans des cellules
ES qui ont ensuite été sélectionnées en présence de G-418.
Les clones ainsi sélectionnés ont été analysés par buvardage Southem en utilisant des
sondes externes situées en 5’ (Probe 1) ou en 3’ (Probe 2) de la construction (voir
figure 5.1). Brièvement, la sonde en 5’ a été préparée par PCR en utilisant les
oligonucléotides suivants: FOR 5’-ACCCACTATGGAAATGTG-3’ et REV 5’-
CGACCTGATTTTTAACCACC-3’, le produit est de -900 ph. La sonde 3’ a été
préparée avec les oligonucléotides : FOR 5’- CACTCTAAATTCTCCTACGAG-3’ et
REV 5’- CATTTAAAATAAGGCTGTGGTCC-3’, le produit est de —600 ph. Pour
l’essai 5’, l’ADN génomique a été digéré par EcoRV et les bandes attendues étaient
de —11,5 kb pour l’allèle WT et —7,5 kb pour l’allèle recombiné neolox. Pour l’essai
3’, l’ADN a été digéré par BsrBI et séparé sur PFGE (pulse field gel electrophoresis)
et les bandes attendues étaient de —30 kb pour l’allèle WT et de —17 kb pour l’allèle
recombiné neolox.
Les clones ayant correctement intégrés la construction dans le locus d’Inpp4b ont été
injectés dans des blastocystes C57BL/6J. Les mâles chimériques ont été croisés avec
des femelles C57BL/6J afin de générer les souris Fi Jnpp4b Le croisement de ces
souris avec la souris transgénique CMV-Cre (un don du Dr D. Lhones) a permis
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d’exciser in vivo l’exon 11 et la cassette NEO générant les souris Inpp4b”. D’autre
part, le croisement des souris Inpp4b’ avec la souris knockin FLPeR (un don de la
Dre A. Pratt) qui exprime la recombinase Flipase (Flp) a partir du locus ROSA26
(Farley et al., 2000), a permis d’enlever la cassette NEO et de générer les souris
Jzp4b1°’ Un croisement en retour (backcross) par la souche C57BL/6J a ensuite été
entrepris pour chacune de ces trois lignées afin de placer ces mutations sur un fond
génétiques pur.
Génotypage par PCR des souris
Une fois les allèles neolox, A]] et lox établis un essai PCR tétraplexe a été mis au
point pour génotyper les souris. Un oligonucléotide sens (FOR) et trois
oligonucléotides antisens (REV) ont été employés: FOR 5’-
AGGATTATGCTCTAGTCCTG-3’, NEOREV 5’-
CACTTGTGTAGCGCCAAGTG-3’, INTRON 1 0-REV 5’-
ACACCACATGAAGCTCAGTC-3’ et INTRON11-REV 5’-
AACATGGCCAGCTATCTGAG-3’. Les produits de PCR sont séparés sur un gel
d’agarose 2%. Les tailles attendues des produits de PCR pour chaque allèle sont les
suivantes: WT 682 ph, Neotox 321 pb, Ai] 500 ph et Ïox 778 ph.
RT-PCR
Des préparations d’ARN total de tissus ont été réalisées à l’aide du réactif Trizol
(Invitrogen). Après dosage au spectrophotomètre 0,5 tg d’ARN a été utilisé par
réaction de réverse-transcription (RT). 1/20 de la réaction a ensuite été utilisé par
réaction de PCR. Les oligonucléotides spécifiques pour Inpp4ao Inpp4a/ Inpp4bo
Inpp4bfi et pour fi-actine sont décrits au chapitre 2 et 3. Les oligonucléotides utilisés
pour Il-15 sont: FOR 5’-CCTGGAATTGCAGGTTATTTTAC-3’ et REV 5’-
CCATACAACTTTATTCCACATC-3’. Pour Usp38: FOR 5’-
CAGTCATTGAACAGGACTTGG-3’ et REV 5’-
GACATGTTTGGCCACAAGTAT-3’. Pour l’essai exon $ à exon 13 (Es-13)
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d’Inpp4b les oligonucléotides sont: FOR 5’-AGCTTCCTGGGCTGTGCCAG-3’ et
REV 5’-1iGAGGAcccTGTTTcTTTG-3’.
Cultures d’ostéoclastes
Pour toutes les cultures le milieu utilisé était du Œ-MEM supplémenté par 10% de
FBS. Les cultures de BMMC (monocytes dérivés de moelle osseuse) et d’ostéoclastes
ont été effectuées tel que décrit au chapitre 2. Brièvement, les cellules isolées de la
moelle (5 x 106/pétri de 10 cm) sont cultivées pendant 6 jours dans 10% de
surnageant de L-929 qui contient du M-CSF ou dans 100 ng/mJ de M-CSF
recombinant. Elles sont ensuite récoltées par un traitement à l’EDTA 1 mIVl/PBS. Les
cellules obtenues ainsi sont considérées comme une population très pure de
monocytes (BMMC) ou de préostéocÏastes. Les ostéoclastes ont été générés en
traitant les BMMC avec du M-CSF (10 ng/ml) et du RANKL (25 ng/ml) pendant 6 à
$ jours.
Immunobuvardage de type Western.
Pour les stimulations, les BMMC ou les ostéoclastes ont été lavés au PBS et placés
pendant 3 heures dans du milieu sans sérum contenant 0,1 % BSA et 10 mM HEPES
pH 7.6. Les cellules ont ensuite été stimulées par l’ajout de M-CSF (100 ng/ml) ou de
RANKL (100 ng/ml). Les extraits de protéiques (totaux et nucléaires) et les
immunobuvardages ont été réalisés tel que décrit au chapitre 2.
Analyse des paramètres osseux par « microcomputed tomography » (pCI).
Les fémurs de souris Inpp4b et Inpp4b’ issues d’un croisement Inpp4b+/A (F3
C57BL16) x Inpp4b (F3 C57BL/6) (fond génétique: 87,5% C57BL/6) âgées de 8
semaines ont été fixés dans une solution de PBS/formaldéhyde 3,7 % pendant 2 jours.
Un fémur par souris (n=3) a ensuite été analysé par pCI.
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5.3. RÉSULTATS
L’aIlèle neotox (n) d’Inpp4b est un allèle nul.
Afin de générer un allèle conditionnel floxé d’Inpp4b une construction permettant
l’intégration de deux sites ÏoxP a été transfectée dans des cellules ES (Figure 5-l A).
La recombinaison de cette construction avec le locus Inpp4b dans les clones ES a été
confirmée par buvardage Southern (Figure 5-1 B). Les clones positifs ont été injectés
dans des blastocystes afin de générer des souris chimériques qui ont ensuite été
croisées avec des souris C57BL/6J. L’analyse de la progéniture de ce croisement
confirme la transmission de l’allèle neoÏox (n). Le croisement de souris Inpp4b’
entre elles, nous a permis d’obtenir un certains nombre de souris homozygotes
Inpp4b’ (Figure 5-1 C et tableau 5-1). L’analyse de l’expression d’Inpp4b par RT
PCR révèle une baisse importante des niveaux d’ARNm détectés dans les tissus
Inpp4b’’’ par rapport aux tissus sauvages (Inpp4b). L’expression des messagers
codant pour les isoformes Jnpp4bŒ et Jnpp4bf3 est presque indétectable dans le
cerveau et le thymus des souris Inpp4b’1” (Figure 5-1 D). Un essai encadrant le site
d’insertion (Exon$-Exonl3) ne permet pas de détecter de produit d’amplification
chez les souris Inpp4bI1’h1, suggérant que la présence de la cassette NEO ou des sites
toxP affecte l’expression normale d’Inpp4b. L’expression des gènes Il-15 et Usp38
situés respectivement à -200 kb en 3’ et à —300 kb en 5’ du locus Inpp4b n’est pas
affectée par l’allèle neotox, confirmant la spécificité de l’effet de cet allèle sur
l’expression d’Inpp4b. L’analyse par Western montre que la protéine Inpp4b n’est
pas exprimée dans les souris Jnpp4b’ dans tous les tissus où elle est normalement
détectée (Figure 5-l E). L’anticorps utilisé reconnaît la partie N-terminale d’Jnpp4b
codée par les exons 3 à 10. Ainsi, si une protéine tronquée d’environ 30 kDa était
produite dans les souris Inpp4b’ elle serait normalement détectée par cet anticorps,
ce qui n’est pas le cas (Figure 5-2 D). L’ensemble de ces analyses confirme que
l’allèle neolox, où une cassette NEO a été introduite chez la souris en aval de l’exon
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11, est un allèle hypomorphe très fort qui pourrait même être considéré comme un
allèle nul puisque aucune expression protéique n’est détectée.
Génération de l’allèle 411 et de souris Inpp4b-nulle.
L’allèle Ail (A) a été généré en croisant des souris Inpp4b” avec la souris
transgénique CMV-Cre qui permet l’expression ubiquiste de la recombinase Cre. La
présence de la Cre devait permettre la recombinaison entre les deux sites loxP
présents dans l’allèle neotox et résulter en la délétion de l’exon 11 et de la cassette
NEO (Figure 5-2 A). La recombinaison du locus a été confirmé dans les souris
Inpp4b1’ CMV-Cre par Southern et par PCR (Figure 5.2 B et C). Les souris
Inpp4b’ ainsi obtenues ont été croisées par C57BL/6J afin d’éliminer le transgène
CMV-Cre. Le croisement de souris hétérozygotes Inpp4b+M entre elles, a permis la
caractérisation d’un certain nombre de souris homozygotes Inpp4b’ (Tableau 5-2).
L’expression protéique d’Inpp4b n’est pas détectée dans les tissus provenant de ces
souris (Figure 5-2 D et E). De plus, comme c’est le cas pour les souris hipp4b” nous
n’avons pas détecté de forme tronquée d’lnpp4b chez les souris Inpp4b, confirmant
qu’il s’agit bien d’un alÏèle nul.
L’aIlèle lox est un allèle conditionnel qui exprime normalement Inpp4b.
Notre objectif initial était de générer un allèle conditionnel d’Inpp4b. Or, l’allèle
neolox ne permet pas l’expression normale d’Inpp4b et ne peut donc être utilisée
comme allèle conditionnel. Souvent dans de tels allèles hypomorphes, l’expression
d’un gène est affectée par la présence de la cassette NEO dans un intron. Notre
construction de ciblage comprend deux sites Jrt placés de part et d’autre de la
cassette, permettant son excision en présence de la recombinase lipase (FLP). Nous
avons donc décidé d’exciser in vivo la cassette NEO en croisant les souris Inpp4b
avec la souris FLPeR’’ qui est un «knockin » du gène codant pour Flp dans le locus
RO$A26 (Farley FW 2000). La recombinaison entre les sites Jrt et l’obtention de
l’allèle tox dans les souris Inpp4bhl FLFeR ont été confirmées par Southern et
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PCR (Figure 5-3 B et C). Les souris Inpp4b+b0x ont été croisées entre elles afin de
générer des souris homozygotes Jnpp4bboxAox (Tableau 5-3). De façon remarquable,
contrairement à ce qui est observé dans les souris lizpp4b” et Inpp4b”’ l’expression
d’Jnpp4b n’est pas affectée dans les souris Inpp4b0x (Figure 5-3 D). Ce résultat
démontre que l’allèle lox peut être utilisé comme alÏèÏe conditionnel d’Inpp4b
puisqu’en absence de Cre il permet l’expression normale de ce gène.
Absence de phénotype apparent chez les souris adultes Inpp4b’ et Jnpp4b”.
Les souris homozygotes Inpp4b” et Inpp4b’ génotypées au moment du sevrage (3
semaines) paraissent normales. Notamment, le poids des souris déficientes en Jnpp4b
est comparable au poids des souris sauvages entre 3 et 16 semaines. Un examen
visuel et histologique attentif, mais non exhaustif, de plusieurs tissus et organes,
incluant poumon, cerveau, testicule, rate, coeur, thymus, tube digestif, a confirmé
l’absence de phénotype apparent. Aucun trouble locomoteur majeur n’a été observé.
Aucune mort post-sevrage n’a été détectée et des souris Inpp4b’” âgées de près de 12
mois survivent encore dans notre animalerie. Plusieurs nouveaux nés ont été obtenus
par le croisement de souris Inpp4b”’ entre elles ou par le croisement d’un mâle
Inpp4b par une femelle Inpp4b” (Tableau 5-1). lnpp4b n’est donc pas essentielle à
la reproduction et à l’allaitement chez la souris.
L’analyse par cytométrie en flux (FACS) de certaines populations de cellules
hématopoïétiques de la rate, du thymus et de la moelle osseuse n’a pas permis de
mettre en évidence de défauts importants dans les souris Inpp4b” et Inpp4b”. Ces
analyses ont cependant été réalisées sur un fond génétique mélangé (25% 129SV,
75% C57BL/6). Les croisements en retour (backcross) pour les allèles iii] et izeolox
sont en cours et permettront bientôt de placer ces mutations sur un fond génétique pur
C57BL/6 (F7) et éventuellement C3H.
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Mort embryonnaire ou périnatale chez les souris Inpp4b’ et Inpp4b1.
L’analyse du nombre de souris obtenues pour chacun des croisements et des % de
chacun des génotype attendus a révélée que le nombre de souris homozygotes
Inpp4b”’ et Inpp4b’ était inférieur au pourcentage attendu de 25% (Tableaux 5-1 et
5-2). De façon remarquable, le pourcentage de souris Inpp4b”’ observées au moment
du sevrage décroit à mesure que la pureté du fond génétique C57BL/6 s’accroit. Ainsi
un croisement F2 x F2 (-.75 % C57BL/6) génère 23 % de souris Inpp4b”, alors
qu’un croisement F3 x F3 (-.88 % C57BL/6) en génère 18,5 % et qu’un croisement
F4 x F4 (-.94 % C57BL/6) en génère seulement 14 %. Le même phénomène est
observé pour l’allèle neotox dans le croisement Jnpp4b” F5 x F5 (-.97 % pur) où
seulement 13.5 % de souris Jnpp4b’ ont été observées. Ces observations suggèrent
donc qu’une certaine proportion de souris homozygotes Inpp4b’’ et hipp4b’
meurent in utero ou après la naissance avant l’âge de 3 semaines. De plus, cette
proportion s’accroit avec la pureté du fond génétique C57BL/6, il est donc possible
que ce phénomène de létalité prénatale ou postnatale présente une pénétrance
incomplète à cause de gènes modificateurs issus du génome des cellules ES (129SV)
et transmis lors du croisement initial de la chimère. Ce phénomène devra donc être
étudié plus en détails lorsque ces deux mutations auront été placées sur un fond
génétique pur. Notons que pour l’allèle conditionnel lox le ratio mendélien semble
jusqu’à présent normal. Ce qui est en accord avec l’expression normale d’Jnpp4b
chez les souris Inpp4b’°’°’.
Étude de la densité osseuse chez les souris Inpp4b.
Les résultats présentés au chapitre 2 suggèrent qu’Jnpp4b serait impliqué dans la
différenciation des ostéoclastes, mais également dans leur activité de résorption. Afin
de vérifier le rôle joué par Jnpp4b dans le maintien de l’homéostasie osseuse in vivo,
nous avons procédé à l’analyse des paramètres osseux chez les souris Inpp4b” par
pCT (microcomputed tomography). Comme chez les humains, les mâles et les
femelles présentent une densité osseuse différentes chez la souris (mâle > femelle),
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les analyses ont donc été effectuées séparément pour les mâles et pour les femelles
âgés de $ semaines (Tableaux 5-4 et 5-5). La densité de l’os trabéculaire (BV/TV) est
augmentée en moyenne de 27% chez les mâles Inpp4b”’ par rapport aux mâles
Inpp4b’. Chez les femelles la densité osseuse est augmentée en moyenne de 43 %
chez les animaux I,Ipp4bN par rapport aux contrôles Inpp4b’ Cependant, dû au
nombre réduit d’échantillons analysés (n=3 par groupe) et à une variation dans les
densités osseuses, plus particulièrement chez les animaux contrôles mâles, ces
augmentations ne peuvent être considérées significatives pour l’instant (p = 0,07 pour
les femelles, p = 1,16 pour les mâles). Par contre, chez les femelles Inpp4bLM, le
nombre de trabécules par mm (Tb.N) est significativement augmenté par rapport aux
contrôles (38%, p < 0,05). L’espacement entre les trabécules (Tb.Sp) est aussi
significativement réduit chez les femelles Inpp4b”M comparativement aux femelles
Inpp4b (-15%, p <0,05). Finalement, le SMI (structural model index), un indice
mathématique de la densité ousseuse est significativement réduit chez les femelles
déficientes en hzpp4b (p < 0,05), indiquant un os trabéculaire plus dense et
potentiellement plus solide.
L’épaisseur de l’os cortical (C.Th) est aussi légèrement augmentée chez les mâles et
les femelles Jnpp4b”’ par rapport aux groupes témoins, mais cette augmentation n’est
pas pour l’instant statistiquement significative (p = 0,06 pour les mâle, p = 0,25 pour
les femelles). Donc en général, ces mesures, effectuées sur un nombre très réduit
d’échantillons, semblent indiquées que les animaux Inpp4b” ont une densité osseuse
plus importante. Un plus grand nombre d’échantillons et une anaÏyse sur un fond
génétique pur permettront sans doute d’obtenir des données significatives (voir
discussion, chapitre 6).
Signalisation et différenciation dans les ostéoclastes Iiipp4b’”.
Considérant l’augmentation de densité osseuse observée chez les souris hzpp4b”, la
signalisation moléculaire activée par RANKL et M-CSF, a aussi été étudiée dans les
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préostéoclastes et les ostéoclastes déficients en Inpp4b. D’abord, la phosphorylation
de AKT, des MAPK ERK1/2 et p38, et la translocation nucléaire de NFid3 en
réponse au RANKL ont été vérifiées dans des préostéoclastes (BMMC) et dans des
ostéoclastes matures (Figure 5-4 A). Aucune différence signification dans l’activation
de ces différentes voies n’a pu être mise en évidence entre les cellules Inpp4b”M et
Inpp4b’. L’induction du facteur de transcription NFATc1 ne semble pas non plus
être affectée (Figure 5-4 B). Finalement, l’activation de AKT et des MAPK ERK1/2
et p38 en réponse au M-CSF, n’est pas sensiblement affectée par l’absence d’Jnpp4b
dans les préostéoclastes (Figure 5-4 C). Un nombre comparable d’ostéoclastes est
obtenu in vitro lorsque des précurseurs Inpp4b ou hzpp4b sont utilisés (résultat
non montrés).
L’ensemble de ces résultats préliminaires suggère que la perte d’Inpp4b chez la souris
affecte la densité osseuse, au moins chez les femelles, sans affecter la différenciation
des ostéoclastes. Ces résultats semblent contredire notre étude dans les cellules RAW
(chapitre 2), où la surexpression d’Inpp4b bloque l’activation de la voie de NFATc1
et la différenciation. De plus, dans les souris gÏ une réexpression d’Inpp4b accroit le
phénotype ostéopétrotique. On aurait donc pu s’attendre à ce que l’ablation d’kpp4b
provoque une différenciation accrue des ostéoclastes, ce qui ne semble pas être le cas,
au moins in vitro. Une compensation de la perte d’Inpp4b par Tnpp4a pourrait
expliquer l’absence de phénotype de différenciation, d’autant plus qu’hipp4a est
exprimé dans les OCL (voir annexe 3). La surexpression d’une forme phosphatase
inactive dans les RAW affecte la formation de l’anneau d’actine et réduit l’activité de
résorption de ces cellules. II est donc possible que l’ablation d’Inpp4b affecte plutôt
l’activité de résorption in vivo. Des études plus poussées concernant l’activité des
ostéoclastes Inpp4b’ devront être menées afin de clarifier ce point. fl est également
possible que les ostéoclastes ne soient pas responsables du changement observé dans
la densité osseuse chez les souris Inpp4b”’ (voir discussion, chapitre 6).
226
A Inpp4b
Targeuing vector
WT lotus
Ec0RV EcoRV EcORV
Neolox I NA lA EhEO
Probe 1
B C
xV< \Ç’\Ç’\Ç’
23kb 23kb
—
+. WT (—11 5 kb) ,, +- WT (—11 5 kb)
94kb 9.4kb — Ø 4— Neolox(—7.5 kb)
6.5 kb 4— Neolox (—7.5 kb) 6.5 kb —
Figure 5-1. Recombinaison dans les cellules ES et génération de l’allèle izeotox et des souris
Inpp4b”.
A : Stratégie de ciblage du locus Jnpp4b. La construction de ciblage (< Targetting vector ») est
représentée en haut. Le locus ]npp4b sauvage (WT ou +) est représenté au milieu. L’allèle recombiné
neolox (n) est représenté en bas. La cassette de résistance néomycine utilisée pour la sélection des
clones recombinant est identifiée (NEO), de même que la position de l’exon 11 floxé (El I). Les sites
loxP sont représentés par des triangles et les sites frt par des losanges. Les sites EcoRV et la position
de la sonde en 5’ (Probe I) utilisés pour le génotypage par huvardage Southern sont également
indiqués sur l’aIlèle WT et recombiné. B: Digestion par EcoRV d’ADN génomiques provenant de
clones ES. Un buvardage Southern en utilisant la sonde I (Probe I) permet d’identifier les clones ayant
correctement intégrés le vecteur. La taille attendue des fragments de digestion pour chaque allèle est
indiquée à droite. C : Génotypage de souris F2 provenant d’un croisement Inpp4b+1 par 1npp4b1 par
la même méthode décrite en (B).
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Figure 5-1. (Suite)
D: Analyse par RT-PCR de l’expression des isoformes alpha(Œ)et beta(13) d’lnpp4b et d’Inpp4a dans
le cerveau (Brain) et le thymus (Thymus) des souris homozygotes Iiipp4b et ]npp4b. L’expression
des gènes contrôles II-15, Usp38 et /3-actin est également montrée. E : Immunobuvardage de type
Western présentant l’expression protéique d’Inpp4b dans différents tissus de souris Inpp4b” et
Inpp4bhlu. L’anticorps polyclonale de lapin dirigé contre la partie N-terminale d’Inpp4b a été utilisé.
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figure 5-2. Recombinaison in vivo dans la souris transgénique CMV-Cre et génération de l’allèle
dettall (Ail) et des souris Inpp4b.
A: Représentation de l’évènement de recombinaison catalysé par la recombinase Cre (pour les détails
de la légende voir la figure 5.2 A). B : Analyse par Southern à partir d’ADN de queue de souris de la
recombinaison dans les souris FI (CMV-Cre x Inpp4blz). Le génotype des souris, déterminé par PCR
pour le transgène CMV-Cre, est indiqué en haut. La taille attendue des fragments de digestion pour
chaque allèle est indiquée à droite. C : Génotypage par PCR de souris F2(CMV-CreI]npp4b x
C57BL/6). La transmission de Fallèle delta]] (Ail) est observée dans la piste de gauche.
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Figure 5-2. (Suite)
D : Immunobuvardage de type Western présentant l’expression protéique d’Inpp4b dans le cerveau des
souris Jnpp4b, Inpp4b” et Inpp4b. L’anticorps polyclonale de lapin dirigé contre la partie N-
terminale d’Inpp4b a été utilisé. L’absence de protéine tronquée à —30 kDa est indiquée par une barre
verticale (delta Il). E : Expression de la protéine Inpp4b dans différents tissus isolés de souris
Iiipp4b, I1?pp4b’ et 1npp4b’.
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Figure 5-3. Recombinaison in vivo dans la souris FLPeR1 et génération de l’aIlèle conditionnel
toi et des souris Jflpp4JJ0Xhb0X•
A : Représentation de l’évènement de recombinaison catalysé par la recombinase Flp (pour les détails
de la légende voir la figure 5.2 A). B : Analyse par Southern à partir d’ADN de queue de souris de la
recombinaison dans les souris F2(FLPeR+%h1,Ipp4b x C573L/6). Le génotype des souris, déterminé
par PCR pour le knockin FLPeR, est indiqué en haut. La taille attendue des fragments de digestion
pour chaque allèle est indiquée à droite. C t Génotypage par PCR de souris F2(FLPeRu/Inpp4b’ x
C57BL16). La transmission de l’allèle tox est observée dans la piste 1. D: Immunobuvardage de type
Western présentant l’expression protéique d’Inpp4b dans le cerveau des souris 1npp4b’, Jnpp4b”,
],Ipp4b1 et Jnpp4b’°’”°’. L’anticorps polyclonal de lapin dirigé contre la partie N-terminale d’Inpp4b a
été utilisé. La membrane a été aussi hybridée avec un anticorps dirigé contre la f3-actine (13-actin) afin
de démontrer que des quantités comparables d’extraits protéiques avaient été chargées sur le gel.
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Figure 5-4. Analyse de la signalisation moléculaire dans les ostéoclastes Inpp4lA”4.
A : Des préostéoclastes (BMMC) ou des ostéoclastes différenciés Ont été déprivés de sérum pendant 3
heures, puis stimulés ou non au RANKL (lOOng/ml) pour les temps indiqués, tel que décrit dans la
section Matériels et Méthodes. Des extraits protéiques totaux (AKT, ERK et p38) ou nucléaires (NFKB
p50) ont été préparés et séparés sur gel SDS-PAGE. Des immunohuvardages de types Western ont
ensuite été réalisés successivement sur les mêmes membranes avec des anticorps phospho-spécifique
(P-AKT, P-ERK et P-p38) ou avec des anticorps totaux (AKT).
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Figure 5-4. (Suite)
B : Des BMMC provenant de souris Jnpp4b’ ou Jnpp4b’ ont été traités ou non au RANKL
(lOOng/ml), dans un milieu avec sérum et M-CSF (10 nglml) pendant le nombre d’heures indiquées.
Des extraits protéiques totaux ont ensuite été réalisés et l’expression de NFATcI et d’Inpp4h a été
vérifiée. La membrane a été aussi hybridée avec un anticorps dirigé contre la 3-actine (f3-actin) afin de
démontré que des quantités comparables d’extrait protéiques avaient été déposés sur le gel. C: Des
préostéoclastes (BMMC) ont été traités sans sérum, puis stimulé ou non au M-CSF (lOOng/ml) pour
les temps indiqués, tel que décrit dans la section Matériel et Méthodes. Les immunobuvardages de type
Western ont ensuite été réalisés comme en (A).
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Table 5-1. Allelic frequency in offspring from Inpp4b” heterozygous intercrosses at varions
C57BL/6 backcross generation (Fi to F5).
% with genotype indicated (No.)
+1+ +/neo neo/neo
23 (14) 54 (32) 23 (14)
27.5 (8) 52 (15) 20.5 (6)
0’ 68.5(13y 31.5(6y’
37.5 (12) 37.5 (12) 25 (8)
40(11) 46(13) 14(4)
25 50 25
C57BL16 Backcross
Fi (+/n x ?+In)
F2(c3’+/nx +/n)
F2(c3’+Inx
F4(c3’+/nx +/n)
F5 (g+h x
Expected %
Homozygous n/n female crossed by +In male. No +1+ progeny is expected and a ratio of 50% +111 and
50% n/n is expected.
Table 5-2. Allehc frequency in offspring from Jnpp4b heterozygous intercrosses at various
C57BL/6 backcross step (Fi to F4).
% with genotype indicated (No.)
C57BL/6 Backcrosses +1+ +/A
Fi (3’+/A x +tA) ND ND ND
F2(+/Ax+/z\) 20(9) 57(25) 23(10)
F3(c+/t\x?+IA) 26(21) 55.5 (45) 18.5 (15)
F4(g+/Ax+/A) 20(4) 66(14) 14(3)
Expected % 25 50 25
Table 5-3. Allelic frequency in offspring from Inpp4bb0x heterozygous intercrosses at various
C57BL/6 backcross step (Fi and F2).
% with genotype indicated (No.)
C57BL/6 Backcross +1+ +/lox lox/lox
Fi (g+Ilox x +/1ox) ND ND ND
F2 (c5’+Ilox x +/1ox) 35 (7) 40 (8) 25 (5)
Expected % 25 50 25
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Table 5-4. Microcomputed tomography analysis of femur from control (+1+) and Inpp4b -I- (cIA)
$ weeks old male and female mice.
Male Female
+1+ tVL +1+ NA
1)
4.04±0.48 5.76± 1.60
0.15 ±0.02 0.21 ±0.06
1 6.72 ± 2.45 23.75 ± 5.9$
110.06±6.51 111.37±5.42
0.81 ±0.10 1.19 ±0.2$a
49.62 ± 1.13 48.17 ± 1.97
336.34 ± 26.35 285.45 ± 28.5 ia
1 28.33 ± 15.06 140 ± 23.85
BV/TV (%) 11.35 ± 4.72 14.39 ± 0.38
BV (mm3) 0.53 ± 0.29 0.68 ± 0.03
BS (mm2) 49.58 ± 20.91 5 8.32 ± 3.21
BSIBV(mm 99.02± 12.12 86.21 ±0.93
Tb.N(mm’) 2.13 ±0.73 2.61 ±0.06
Tb.Th (j.im) 52.48 ± 3.86 55.17 ± 0.29
Tb.Sp (.tm) 199.1$ ± 26.13 191.65 ± 9.27
C.Th (11m) 152.50 ± 9.01 170.83 ± 13.77
Data expressed as mean ± SD (n = 3 for each group)
KEY BVRW, bone volume fraction; BV bone volume; BS, bone surface; BS/BV, surface area to
volume ratio; Tb.N, trabecular number; Tb.T, trabecular thickness; Tb.Sp, trabecular spacing. C.Th,
cortical thickness.
p < 0.05 differente from control group value (+1+).
Table 5-5. Nonmetric microarchitectural index of femur from control (÷1+) and Inpp4b -I- (NA)
$ weeks old male and female mice.
Male Female
+1+ NA +1+ LVL\
2.57 ± 0.08 2.44 ± 0.05a
38.13 ± 2.46 35.76 ± 3.56
1.96±0.09 1.90±0.14
SMI 2.14 ± 0.29 2.01 ± 0.06
TBPf(mm1) 25.67±10.34 19.13 ±0.21
DA 2.17±0.54 1.94±0.73
Data expressed as mean ± SD (n = 3 for each group)
KEY DA, geometrical degree of anisotropy; SMI, structure model index; TBPf, trabecular bone
pattern factor.
a p < 0.05, differente from control group value (+1+).
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CHAPITRE 6. DISCUSSION
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6.1. RÔLE D’INPP4B DANS DIFFÉRENCIATION DES OSTÉOCLASTES
Les études que nous avons réalisées in vitro dans les cellules RAW 264.7 et in vivo
dans les souris transgéniques TRAP-Inpp4b suggèrent un rôle pour Jnpp4b dans le
contrôle de la différenciation des ostéoclastes. La surexpression d’lnpp4b réduit le
potentiel de différenciation des cellules RAW en présence de RANKL. De plus, dans
les souris gUgi, l’expression du transgène TRAP-Inpp4b résulte en une réduction du
nombre d’ostéoclastes et en une augmentation de la masse osseuse.
La surexpression d’Inpp4b inhibe la translocation au noyau de NFATc1, ce qui
résulte en un défaut dans l’expression de gènes spécifiques aux ostéoclastes comme
Ctsk (Cathepsine K), CII? (récepteur de la calcitonine) et Intb3 (intégrine 133).
Inversement, la surexpression du mutant phosphatase-inactif d’Inpp4b (C$45A)
potentialise la translocation nucléaire de NFATc1 et n’affecte pas l’expression de ces
gènes.
B semble donc qu’Jnpp4b aurait un effet négatif sur la voie d’activation du facteur de
transcription NFATc1. Cet effet ne dépend pas de l’expression de NFATc1 lui-même,
puisque des niveaux comparables de cette protéine sont observés quand Inpp4b est
surexprimée ou non. On sait, d’autre part, que la translocation nucléaire de NfATcÏ
dépend de l’activation de la calcineurine, une phosphatase dépendante du calcium.
Or, la relâche de calcium dans le cytoplasme est un processus qui est activé par la
production d’inositol 1,4,5-triphosphatate (1P3) par la phospholipase C gamma
(PLCy). On peut supposer qu’lnpp4b agit au niveau de cette cascade signalétique.
Inpp4b peut déphosphoryler l’inositol 1,3,4-triphosphate et l’inositol 3,4-
biphosphates des sous-produits de l’W3 (voir figure 6-1). Jnpp4b pourrait donc avoir
un effet négatif sur les concentrations de ces deux phophoinositols et ainsi favoriser
une dégradation plus rapide de l’1P3, affectant négativement la relâche de calcium
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(voir figure 6-2). Afin de confirmer ces hypothèses, il serait important de mesurer les
niveaux de calcium intracellulaire dans les cellules OCL surexprimant Inpp4b ou
Jnpp4b(C$45A). Dans une approche plus complexe, faisant appel à des analyses
biochimiques par HPLC (« high-performance liquid chromatography »), il serait aussi
possible de mesurer les concentrations des divers phosphoinositols impliqués (Luo et
al., 2003). Si Inpp4b agit bien sur cette voie, une diminution du calcium et de l’1P3
devrait être observée en présence d’Inpp4b, alors qu’une augmentation de ces deux
métabolites devrait être détectée en présence du mutant Inpp4b(C845A).
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(1P3) P3 phosphatase 1(1 ,4)P2 lphDsphata3e
Figure 6-1. Rôle potentiel d’Inpp4b dans la dégradation de l’1P3 et la régulation de la relâche de
calcium.
L’1P3 et l’1P4 sont encadrés en bleu. Les enzymes impliquées dans la dégradation de l’1P3 par la voie
de l’1P4 sont la 1P3 3-kinase (1P3 3K), une inositol polyphosphate 5-phosphatase (Inpp5), I’inositol
polyphosphate 1-phosphatase (Inppl) et une inositol polyphosphate 4-phosphatase (possiblement
Inpp4b). Adaptée de Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). Pathway DMMU 04070.
www.genome.ad.jp/kegg/.
D’autres résultats non présentés dans le chapitre 2, suggèrent que Inpp4b serait
impliquée dans le contrôle de l’activation d’au moins un isoforme de la protéine
kinase C (PKC). Nous avons constaté que l’anticorps dirigé contre la thréonine 30$
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phosphorylée de AKT reconnaissait une autre bande à environ $5 kDa uniquement
lorsque le mutant phosphatase inactive, Inpp4b(C$45A), était surexprimé (voir
annexe lA). Cette bande n’est pas reconnue par un anticorps dirigé contre AKT non
phosphorylée, suggérant qu’il s’agit d’une autre protéine présentant un épitope
similaire à la phospho-T308. La 130$ de AKT correspond à un site de
phosphorylation dans la boucle d’activation qui est très conservé à travers la famille
des kinases AGC (protéine kinase A, G et C) qui inclut AKT, les PKC, PKA et
p7OS6K (voir Annexe lB). D’après les tailles de ces diverses kinases, il apparaît que
la bande à $5 kDa ne peut être qu’une PKC. Nous avons donc utilisé un anticorps
reconnaissant toutes les PKC lorsqu’elles sont phosphorylées sur cet épitope (pan
phospho-PKC’fF5 14). La bande à $5 kDa est également reconnue par cet anticorps,
suggérant qu’elle correspond effectivement à une PKC phosphorylée sur cette
thréonine.
jr IINPP4B
PDK1
PLCy PI3K
DAG
N
I P3
INPP4 4.
Ca+ 4,
9..aPKC(?)
NFATc1 À ?
DIFFERENTIATION
figure 6-2. Rôle potentiel d’Inpp4b dans le contrôle de l’1P3, du calcium, des PKC et de NFATc1
dans les ostéoclastes.
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La thréonine de la boucle d’activation des kinases AGC, incluant la plupart des PKC,
est phosphorylée par la phosphoinositide-dépendante kinase 1, PDK1 (Toker and
Newton, 2000). Fait intéressant, PDK1 est elle-même activée par le
phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphatate (P13,4,5P3) et par le phosphatidylinositol
3,4-biphosphate (PT3,4P2), des produits de la P13 kinase (Alessi et aL, 1997). Le
P13,4P2 est un substrat d’Jnpp4b, il est donc possible que la surexpression le mutant
phosphatase inactive lnpp4b(C$45A) provoque l’accumulation de P13,4P2,
l’activation soutenue de PDK1 et la phosphorylation d’une ou plusieurs PKC (voir
Figure 6.2).
Le rôle des PKC dans la différenciation des ostéoclastes n’est pas très clair.
Récemment, les aPKC (« atypical PKC »: PKC7Jt et PKC) ont été impliquées dans
le contrôle de l’activation de NFATc1 et de NFid3. Des mutations dans p62, une
protéine qui interagit avec les aPKC, sont associées à certaines formes de la maladie
de Paget (Laurin et al., 2002). L’ablation du gène p62 chez la souris n’a pas d’effet in
vivo sur la masse osseuse, mais réduit l’ostéoclastogenèse in vitro. L’absence de p62
a un effet négatif important sur l’activation des voies de NFATc1 et de NFid3 (Duran
et al., 2004). fi serait important de vérifier si la ou les PKC activées par la
surexpression du mutant Inpp4b(C$45A) correspondent ou non aux aPKC. Si c’est le
cas, Inpp4b pourrait donc être impliquée en tant que régulateur négatif de deux voies
de signalisation qui convergent afin d’activer NFATc1, NFid3 et la différenciation
des ostéoclastes (Figure 6-2).
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6.2. RÔLE D’INPP4B DANS L’ASSEMBLAGE DES PODOSOMES ET DANS
LA RÉSORPTION OSSEUSE
Nous venons de voir de quelle façon Inpp4b pourrait comme inhibiteur de
l’ostéoclastogenèse. Les résultats présentés dans cette thèse suggèrent que Inpp4b
aurait aussi une fonction dans les ostéoclastes matures au niveau du contrôle de la
formation des podosomes de l’anneau d’actine et de la résorption osseuse. Nous
avons montré que la protéine Inpp4b était localisée au niveau de l’anneau d’actine et
des podosomes dans les ostéoclastes matures. De plus, la surexpression du mutant
phosphatase inactive Inpp4b(C845A) dans les cellules RAW induit la formation
anormale de plusieurs petits anneaux d’actine ce qui entraine une perte de l’activité
résorptive de ces cellules.
L’ensemble de la littérature concernant le rôle de la P13 kinase dans la formation des
podosomes nous permet de proposer qu’Inpp4b pourrait être impliquée dans ce
processus par au moins deux mécanismes (Figure 6-3).
Un premier mécanisme impliquerait la gelsoline. En effet, il a été montré que la
gelsoline est recrutée à la membrane par sa liaison aux phosphoinositides P14,5P2,
P13,4P2 et P13,4,5P3 qui s’accumulent dans la membrane plasmique suite à la
l’interaction de l’intégrine ŒvF33 avec l’ostéopontine (Chellaiah and Hruska, 1996).
Ce recrutement libère les extrémités des filaments d’actine et permet leur
réorganisation. Il est donc possible que Jnpp4b en diminuant la concentration de
P13,4P2 à la membrane contribue à mettre fin à ce signal (Figure 6-3). Dans ce cas,
une réduction dans l’activité d’Inpp4b devrait provoquer un recrutement constitutif de
la gelsoline à la membrane et une polymérisation accrue de 1’ actine. La surexpression
du mutant inactif d’Inpp4b induit effectivement une accumulation anormale de
podosomes dans les cellules RAW. Cependant, ces podosomes sont mal organisés
puisqu’ils ne forment pas un seul anneau d’actine périphérique comme dans les
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cellules contrôles, mais plusieurs petits anneaux à l’intérieur de l’ostéoclaste. Ces
formations aberrantes seraient responsables du défaut de résorption observé dans ces
cellules. Il a été montré que les podosomes sont des structures très dynamiques ayant
une durée de vie moyenne de 2 minutes. De plus, la formation de groupement de
podosomes, puis de petits anneaux internes précédent la formation de l’anneau
d’ actine périphérique lors de la différenciation des cellules RAW en OCLs (Destaing
et aL, 2003). On peut donc penser que le dynamisme des podosomes et la formation
de l’anneau d’actine dépend de l’action successive de régulateurs positifs comme la
P13 kinase et de régulateurs négatifs comme Inpp4b. La localisation d’Inpp4b au
niveau des podosomes supporte ce modèle. Afin de confirmer cette hypothèse il serait
important de vérifier par des méthodes biochimiques les fractions de gelsoline
associée à l’actine ou aux phosphoinositides dans les cellules OCLs surexprimant
Jnpp4b ou le mutant Inpp4b(C$45A) (Chellaiah and Hruska, 1996).
EXTRACELLULAR MATRIX
_____________
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HVI33
C-SRC
INPP4B INPP4B
GELSOLIN Vav3
I
ACTIN Rac
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PODOSOMES TURNOVER,
MIGRATION AND RESORPTION
figure 6-3. Rôle potentiel d’Inpp4b dans le contrôle de l’assemblage des podosomes, dans la
migration et dans l’activité résorptive des ostéoclastes.
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Un deuxième mécanisme ferait intervenir la petite GTPase Rac. Récemment, il a été
montré que le Rho-GEF (« guanine nucleotide exchange factor ») Vav3 qui peut
échanger le GDP pour du GTP et activer les GTPases de la famille Rho est essentiel à
la formation de l’anneau d’actine et à l’activité résorptive des ostéoclastes (Faccio et
al., 2005). En effet, l’activation de la GTPase Rac est compromise dans les
ostéoclastes Vav3 qui présentent un défaut de formation de l’anneau d’actine et de
résorption, suggérant un rôle particulier pour Rac dans la formation des podosomes.
Les protéines Vavi, 2 et 3 possèdent un domaine PH et il a été montré que ce
domaine lie le P14,5P2, le P13,4P2 et le P13,4,5P3 (Han et al., 1998). Fait intéressant,
la liaison de Vavi au PT4,5P2 inhibe son activité de GEF envers Rac, Rho et Cdc42,
alors que le P13,4P2 ou le P13,4,5P3 stimulent son activité. fi est donc possible que
Jnpp4b en diminuant la quantité de P13,4P2 ait un effet négatif sur l’activation de
Vav3 et de Rac dans les ostéoclastes (Figure 6-3). Afin de vérifier cette hypothèse il
faudrait mesurer les concentrations en RacGTP et en RacGDP dans les cellules
surexprimant Inpp4b ou le mutant inactif Jnpp4b(C845A).
Nos résultats montrent donc qu’Inpp4b aurait deux fonctions dans les ostéoclastes
une fonction dans le contrôle de la différenciation et une fonction dans le contrôle de
la formation des podosomes et dans la résorption. Une telle dualité de fonction pour
une inositol phosphatase n’est pas unique à Jnpp4b. Par exemple, PTEN, une inositol
3-phosphatase, bien connue comme un régulateur négatif de la réponse de croissance
et de survie induite par la P13 kinase (Sulis and Parsons, 2003), joue également un
rôle important dans la migration cellulaire, plus particulièrement dans les processus
de chimiotactisme (Janetopoulos et al., 2005; Liliental et al., 2000). L’étude de Kwon
et al. faisant appel aux cellules RAW montre que cette dualité de PTEN s’applique
également aux ostéoclastes (Kwon et al., 2001) (voir section 1.3.5.). La 5-
phosphatase SHW1 semble aussi être impliquée à la fois dans la différenciation et
dans l’activité résorptive des ostéoclastes (Takeshita et al., 2002)(voir section 1.3.5.).
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6.3. LA SOUS-EXPRESSION D’INPP4B CHEZ LA SOURIS GL: UN
MECANISME COMPENSATOIRE?
Jnitialement, nous avons identifié Inpp4b comme un gène sous-exprimé dans les
ostéoclastes gt. Notre laboratoire a déjà montré que les souris gt/gi présentent —40%
plus d’ostéoclastes in vivo que les souris sauvages (Rajapurohitam et al., 2001). Un
mécanisme compensatoire pourrait être responsable de cette augmentation importante
dans le nombre d’ostéoclastes. Nos résultats suggèrent que la baisse d’expression
d’Inpp4b, un régulateur négatif de l’ostéoclastogenèse, ferait partie de ce mécanisme
compensatoire. En effet, nous avons montré que la réexpression de ce gène dans les
ostéoclastes gt par transgénèse n’améliore pas le phénotype ostéopétrotique. Les
souris gÏ/gÏ Trap-lnpp4bT° présentent une ostéopétrose encore plus sévère que les
souris gI/gÏ non-transgéniques. Ce phénotype ostéopétrotique exacerbé est
accompagné d’une diminution de l’ostéoclastogenèse in vitro et in vivo. La baisse
d’expression d’Inpp4b dans les souris g! serait donc responsable de l’augmentation
du nombre d’ostéoclastes, ce qui permettrait une compensation partielle du défaut de
résorption (Figure 6-4).
En utilisant comme modèle de préostéocÏastes les cellules RAW 264.7, nous avons
montré qu’Inpp4b, en inhibant l’activation de la voie de NFATc1, était un régulateur
négatif de l’ostéoclastogenèse. On pourrait donc penser que la sous-expression de ce
gène dans les ostéoclastes g! entraînerait une activation plus importante de NFATc 1,
entraînant une augmentation de l’ostéoclastogenèse. Inversement, sa réexpression
dans les souris gl/gl Trap-Inpp4bT° rétablirait un niveau d’activation normal,
résultant en une réduction de la différenciation des ostéoclastes. L’étude de la voie
NFATc 1 dans les ostéoclastes gÏ/gÏ et gl/gt TrapInpp4bTG permettrait de vérifier
cette hypothèse.
244
fi serait intéressant de générer une souris transgénique Trap-Inpp4b(C845A),
surrexprimant le mutant phosphatase inactive dans les ostéoclastes in vivo. En se
basant sur nos résultats obtenus in vitro dans les cellules RAW, nous pouvons penser
qu’un tel transgène pourrait entrainer une augmentation de la différenciation des
ostéoclastes, mais aussi affecter leur activité de résorption. Le phénotype que
présenteraient les souris Trap-Inpp4b(C$45A) est donc difficile à prédire.
+1+ gIIgI
OSTEOCLASTOGENESIS t OSTEOCLASTOGENESIS
.1. BONE RESORPTION
gI/gI TRAPInpp4bT9
Inpp4bT9 r
Inpp4b ‘ OSTEOCLASTOGENESIS
.1. .L BONE RESORPTION
Figure 6-4. Modèles impliquant le niveau d’expression d’Inpp4b dans le contrôle de
l’ostéoclastogenèse chez les souris +1+, gUgt et gUgt
Dans les souris sauvages (+1+) Inpp4b est un régulateur négatif de Î’ostéoclastogenèse. Dans les souris
gl/gl, Inpp4b est aussi un régulateur négatif, mais son expression est diminuée par un mécanisme
inconnu (?). Cette diminution est associée à une augmentation du nombre d’ostéoclastes. Dans les
souris gl/gl TRApInpp4bT5 la réexpression d’Inpp4b via le transgène induit une réduction de
l’ostéoclastogenèse et résulte en une masse osseuse augmentée.
Nos résultats soulèvent une autre question : par quel mécanisme l’expression du gène
Inpp4b est-elle diminuée dans les ostéoclastes gt/gÏ? Fait intéressant, Inpp4b est sous
exprimée dans le tissu osseux gl/gÏ, mais également dans les ostéoclastes gÏ/gÏ en
BONE RESORPTION
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culture, ce qui suggère que le mécanisme responsable de la baisse d’expression de ce
gène est intrinsèque aux ostéoclastes (« ceil autonomous ») et ne dépend pas d’une
boucle paracrine ou endocrine. fl demeure donc possible que l’expression d’Inpp4b
soit plus ou moins directement contrôlée par la protéine gl/Ostml. La fonction de
Ostml n’est pas encore déterminée, cependant des résultats préliminaires de notre
laboratoire suggèrent qu’il s’agit d’une protéine transmembranaire glycosylée et
localisée au réticulum endoplasmique. Bien sûr ces données ne permettent pas de
conclure à une quelconque fonction pour Ostml, mais je me permettrai à la lumière
de ces informations de poser quelques hypothèses concernant le lien entre Ostml et
Jnpp4b.
Je dois souligner qu’une étude de l’expression d’Inpp4bx et f3 dans les tissus gÏ/gl
montre que ce gène est non seulement sous-exprimé dans l’os, mais aussi dans le rein,
le muscle, le coeur et le testicule (voir annexe 2). Des cultures de mélanocytes nous
ont également permis de montrer que Inpp4bŒ est exprimé dans les mélanocytes +1+
et qu’une baisse de son expression est observée dans les mélanocytes gÏ/gÏ (voir
annexe 2). Ces résultats suggèrent un lien épistatique entre Inpp4b et gi qui ne se
limiterait pas aux ostéoclastes. fl serait donc possible que Inpp4b et gÏ fassent partie
d’une voie moléculaire commune impliquée dans l’homéostasie de multiples tissus.
Plusieurs observations appuient cette hypothèse : 1) le gène gÏ est exprimé de façon
ubiquiste, il est donc probable que la protéine Ostml joue un rôle dans plusieurs
tissus; 2) la mutation gt est associée à au moins trois phénotypes distincts chez la
souris, soit l’ostéopétrose due à un défaut des ostéoclastes, un transport de pigment
anormal dans les mélanocytes et une dégénérescence neuronale. De plus, des indices
expérimentaux indiquent que la souris gÏ présente aussi des phénotypes rénaux,
intestinaux et au niveau du système hématopoïétique, ce qui suggère que la protéine
Ostml est impliquée dans des processus cellulaires communs à tous ces tissus; 3)
Inpp4b est exprimée dans tous les tissus ou cellules où l’on observe un phénotype
chez la souris gl, et Inpp4b est sous exprimée dans plusieurs tissus et cellules gÏ/gÏ,
incluant les ostéoclastes et les mélanocytes.
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Il reste donc à déterminer quelle est cette voie commune de signalisation qui inclut
Inpp4b et gl. Mes résultats suggèrent qu’lnpp4b serait impliquée dans le contrôle de
l’activation des facteurs transcription NFAT dans les ostéocÏastes possiblement via le
contrôle de la voie de l’1P3 et du calcium. Les facteurs de la famille NFAT n’existent
pas chez les invertébrés et sont impliqués dans l’homéostasie de plusieurs systèmes
propres aux vertébrés incluant la masse osseuse, le système immunitaire,
l’hypertrophie des muscles cardiaques et squelettiques, le système vasculaire et le
système nerveux central (Horsley and Pavlath, 2002; Graef et al., 2001). fi est
possible qu’Osmtl en tant que protéine transmembranaire et localisée au réticulum
endoplasmique soit impliquée d’une quelconque façon dans le contrôle du calcium
intracellulaire, ce qui pourrait expliquer le lien entre gt et Inpp4b. Des indices sur la
fonction cellulaire d’Ostml aideront à mieux définir ce lien.
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6.4. LOCALISATION ET EXPRESSION DIFFÉRENTIELLE DES
150FORMES ALPHA ET BETA D’INPP4B
Nos résultats montrent que les isoformes ci. et 3 d’Inpp4b sont localisés de façon
différentielle dans les cellules. Inpp4bŒ est une protéine cytoplasmique dans les
cellules Cos et est recrutée au niveau des podosomes d’actine dans les ostéoclastes
matures. hupp4bt3 est localisée principalement au niveau de l’appareil de Golgi dans
les cellules Cos. De façon intéressante deux groupes ont montré récemment que
Inpp4aa était quant à elle associée aux endosomes où elle jouait un rôle important
dans la production de PI3P (Ivetac et al., 2005; Shin et al., 2005). Pour l’instant,
aucune information sur la localisation d’Inpp4af3 n’est disponible. Cependant, la
localisation différentielle des trois autres isoformes suggère des fonctions différentes
dans la cellule (voir Figure 6-5).
Ipi
Figure 6.5. Modèle de la localisation cellulaire des divers isoformes des inositol polyphosphate 4-
phosphatases a et b.
Ce modèle est basé sur les résultats présentés dans cette thèse et les travaux de Ivetac et al. 2005 et de
Shin et aI. 2005. L’activité enzymatique des Inpp4 est indiquée par une flèche. L’interaction des
domaines C2 avec certains phospholipides est indiquée par des flèches doubles. ER. réticulum
endoplasmique: PA. acide phosphatidique; DAG. diacylglycérol; DGK. diacylglycérol kinase.
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La localisation de l’isoforme 1npp4aŒ aux endosomes dépend de son domaine C2 qui
lie le P13,4P2 (Ivetac et al., 2005). J’ai montré in vitro, dans un essai de liaison à des
lipides immobilisés sur membrane, que le domaine C2 d’Inpp4b liait l’acide
phosphatidique et le P13,4,5P3. II serait important de confirmer ce résultat en utilisant
une autre technique, par exemple un essai de liaison aux liposomes (Fernandez et al.,
2001). Quoiqu’il en soit nous pouvons tout de même proposé comme hypothèse que
le recrutement d’Inpp4bŒ aux podosomes dans les ostéoclastes dépend de
l’interaction du domaine C2 avec le P13,4,5P3 produit localement par la P13 kinase. Il
serait donc intéressant de générer des mutants du C2 incapables de lier le P13,4,5P3 et
de vérifier si ces mutations affectent la localisation d’Inpp4b aux podosomes dans les
OCL dérivés des cellules RAW. 11 a déjà été montré pour d’autres domaines C2 que
des résidus basiques étaient impliquées dans leur intéraction avec les phospholipides
(Dunn et al., 2004). On pourrait donc muter certains des résidus lysines présents dans
les boucles du domaine C2 d’lnpp4b afin de déterminer leur importance dans la
liaiosn au P13,4,5P3. Les acides aminés Xiii, Xl 18 et K121 semblent être de bons
candidats (voir plus bas à propos de la liaison au calcium). D’autre part, une fusion
C2-GFP permettrait de déterminer si ce domaine est suffisant pour permettre le
recrutement à la membrane ou aux podosomes. fait intéressant, l’acide
phosphatidique (PA) est produit directement à partir du diacylglycérol (DAG) par la
diacylglycérol kinase (DGK) (Luo et al., 2004). La liaison au PA via le domaine C2
d’Inpp4b est peut-être impliquée dans sa localisation au site de production de DAG et
d’W3, là où son activité enzymatique est requise (voir figure 6-5).
Plusieurs domaines C2 peuvent lier le calcium, et dans certains cas la liaison à un ou
plusieurs ions Ca2 influence la liaison aux lipides (Chung et al., 1998). Dans ]es
domaines C2 de topologie de type I (voir section 1.3.3.1.5.), la liaison au calcium
requiert normalement la présence de résidus d’acide aspartique à des positions
précises dans les boucles reliant les feuillets beta 2 et 3 et 6 et 7, aussi appelées
boucle 1 et 3 (Nalefsld and Falke, 1996). D’après mes anaiyses bioinformatiques le
domaine C2 d’Inpp4b présente une conformation de type I, similaire à celle du
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domaine C2A de la synaptotagmine III (identité de 27%). L’alignement entre ces
deux C2 révèle que les acides aspartiques en position 56, 116, 119 et 123 du C2
d’Tnpp4b pourraient être impliqués dans la liaison de Ca2 (voir annexe 9). 11 serait
donc important de vérifier si la liaison au calcium peut influencer la liaison aux
phospholipides par le C2 d’Inpp4b. Des essais de liaisons en présence de calcium ou
inversement en présence d’EDTA, permettrait de déterminer l’importance du calcium
dans la liaison aux membranes. Finalement, la mutation de ces acides aspartiques
devrait bloquer la liaison du C2 d’Inpp4b au calcium et peut-être aux phospholipides.
Le clonage du cDNA murin d’Inpp4b a permis l’identification d’un nouvel isoforme,
Inpp4bŒs. La particularité de cet isoforme est que $5 acides aminés en C-terminal y
sont remplacés par 24 nouveaux acides aminés. Il en résulte que la moitié C-terminale
du domaine C2 est modifiée dans Tnpp4bŒs. II serait intéressant de vérifier si cette
modification affecte la liaison d’Inpp4bcxs au PA et au P13,4,5P3. Mes résultats
préliminaires suggèrent que la région N-terminale d’Inpp4bŒs à une affinité
légèrement différente pour les phosphoinositides (voir annexe 7). Si c’est le cas, il est
possible que lnpp4bŒs et Inpp4bŒ soit régulée de façon différente dans la cellule.
L’isoforme lripp4bE3 diffère d’Inpp4bŒ au niveau de sa région C-terminale (voir
Figure 6-6). Cette région, hydrophile dans l’isoforme Œ, est hydrophobe dans
l’isoforme 13. Ce domaine est potentiellement une hélice transmembranaire qui
ancrerait l’isoforme 3 dans une membrane. Nos résultats montrent qu’Inpp4b13 est
localisée au niveau de l’appareil de Golgi dans les cellules Cos. fl serait important de
confirmer si Inpp4b13 endogène localise également au Golgi. Ceci serait d’autant plus
intéressant que l’isoforme f3 présente une expression tissulaire très restreinte. Pour ce
faire il faudrait générer un anticorps reconnaissant la partie unique à cet isoforme,
c’est-à-dire la région C-terminale. Cette région de l’isoforme Jnpp4bf3 contient
notamment une région unique de 30 acides aminés qui précède le domaine
transmembranaire. fl est fort probable que le signal spécifiant la localisation
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d’Inpp4bI3 au Golgi est contenu dans ces 30 acides aminés. Une fusion entre cette
région de la protéine et GFP pourrait être générée afin de vérifier si cette séquence est
suffisante pour permettre le recrutement au Golgi. Des motifs di-acides DXE présents
du côté cytoplasmique de certaines protéines transmembranaires ont été impliqué
dans leur transfert du réticulum endoplasmique vers l’appareil de Golgi (Nishimura et
al., 1999; Votsmeier and Gallwitz, 2001). De façon intéressante la séquence d’
1ripp4b3 contient deux motifs di-acides palindromiques, formant la séquence
EXDDXE (Figure 6-6). De plus, alors que les séquences C-terminales des isoformes
Jnpp4aa et Inpp4Nx sont très bien conservées, les séquences protéiques des isoformes
Inpp4aÇ3 et Inpp4b3 sont peu conservées, particulièrement au niveau de la région des
30 acides aminés cytoplasmiques (Norris et al., 1997b). Par exemple, le motif
EXDDXE n’est pas conservé chez Inpp4a3. fl est possible que cette divergence de
séquences soit responsable d’une localisation cellulaire unique pour les isoformes
Inpp4af3 et Inpp4b. Des études de mutagénèse du motif EXDDXE devraient
permettre de définir si cette séquence est responsable de la localisation d’Inpp4b3 au
Golgi.
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Hydrophilic c-termini f a-forms)
Type I M,ECMRSEGCR1ENTMKNVGSRKYAFNSLQLKAFPKHYRPPEGTYGICVET
II:III.IIIIII.:II::I:IIIIIII.lIIIIIIIIIIIII.:I
Type I I ALDCMRREGCRIENVLKNIKCRRYAFNNLQLMAFPKCYRPPEGTYGK3U)T
Hydrophobic c-temini (f3-forms)
Type I ALECSIGTRETQLSGLVPIRDLRLDPSLLCSPLLL$PNILI
11:11112:1.:.: :.:.:..:. I : ... t .1: II :1.: 11:11
Type II ADCMRSRQTQGLNESDDPETGcLSDNXPT$RHFYPvALLLVSsHLLvv1
WLFLSIAYLVKLRCK
II.II:I.I:.I..
WLILSLALL Q
figure 6-6. Alignement de la région C-terminale des isoformes a et f3 d’Inpp4a (Type I) et
d’Inpp4b (Type II).
La région soulignée correspond à la séquence codée en amont de la jonction de l’épissage alternatif. La
région encadrée dans la forme f3 indique le domaine transmembranaire potentiel. Deux motifs diacides
présents uniquement dans Inpp4bf3 sont soulignés. Les lignes verticales indiquent les acides aminés
identiques. Les doubles points indiquent les substitutions conservatives (Norris f.A. et al. 1997b).
La localisation différentielle d’Inpp4bi3 à l’appareil de Golgi soulève une question
intéressante concernant la spécificité enzymatique de cet isoforme. En effet, Norris et
aï. ne sont pas parvenu à démontrer d’activité 4-phosphatase pour Inpp4b3 lorsqu’ils
ont testé une protéine recombinante produite en bactérie ou dans des cellules
d’insectes (Norris et al., 1997b). Cependant, lors de ces essais, ils n’ont testé qu’un
seul substrat, le phosphatidylinositol 3,4-biphosphate (P13,4P2). Trois raisons
pourraient expliquer l’absence d’activité enzymatique d’Tnpp4b3 in vitro: 1) Jnpp4bf3
requiert des cofacteurs in vivo afin d’être enzymatiquement active; 2) la modification
de la séquence C-terminale dans Inpp4bj3 modifie sa spécificité enzymatique; 3)
Inpp4b3 est enzymatiquement inactive in vivo. La première et la troisième hypothèses
sont difficiles à démonter, sauf si l’on parvient à purifier l’enzyme sous forme de
252
complexe avec ses cofacteurs potentiels. D’autre part, lilpp4bŒ ne requiert aucun
cofacteur in vitro afin d’être active. La deuxième hypothèse mériterait à mon avis
d’être considérée, car il existe peu ou pas de P13,4P2 dans les membranes du Golgi,
alors que d’autres PI phosphorylés en position 4’ s’y retrouvent en concentration
importante comme le P14,5P2 et le PI4P (Wang et al., 2003; Watt et al., 2002).
Finalement, l’activité enzymatique d’Inpp4bf3 envers les substrats solubles conime
l’ksl,3,4P3 et l’Ins3,4P2 mériterait d’être étudiée.
Nos études d’expression des 4 isoformes connues d’Inpp4 ont permis de montrer que
ces enzymes étaient largement exprimées dans les tissus de souris. Les isoformes
Inpp4acx et ftlpp4bŒ sont exprimés dans la plupart des tissus. Par contre les isoformes
Inpp4ba3 et Inpp4b3 présentent un patron d’expression plus restreint, suggérant un
rôle spécifique en association avec des compartiments membranaires de certains
tissus comme le coeur, le muscle squelettique et le cerveau.
Finalement, des recherches dans les banques de séquences nous ont permis
d’identifier des orthologues d’Inpp4 chez la drosophile et chez C. etegans. Par contre,
aucun orthologue ne semble exister chez les levures (S. pombe et S. eerevisiae). Bien
que les P13 kinases de classe I, II et III soient présentes chez tous les métazoaires,
seul un gène codant pour une P13 kinase de classe III, vsp34, a été identifié chez les
levures (voir section 1.3.3.1.). Vsp34p peut synthétiser du PI3P, mais pas de P13,4P2
ou de P13,4,5P3. Il semblait donc que la voie de synthèse de ses deux
phosphoinositides n’existait pas chez les levures. Cependant, récemment un groupe a
identifié et caractérisé un orthologue de PTEN, le gene Ptnl, chez
Schizosaccharomyces pombe (Mitra et al., 2004). Ptnlp démontre une activité 3-
phosphatase envers le P13,4,5 P3 similaire à son orthologue humain PTEN. De plus,
dans une souche de levure déficiente en Ptnlp les niveaux de P13,4P2 et de P13,4,5P3
sont augmentés de 6 et 8 fois respectivement. Les résultats de cette étude suggèrent
fortement que chez S. poinbe le P13,4,5P3 est généré à partir du P13,4P2 par une
phosphatidylinositol phosphate 5-kinase (PW5K), Its3p, qui agit également comme
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une phosphatidylinositol phosphate 4-kinase (PW4K) et génère du P13,4P2 à partir du
PI3P (voir section 1.3.3. et annexe 8). Donc, chez la levure en absence d’orthologue
d’Inpp4 le P13,4P2 serait éliminé en étant converti en P13,4,5P3, puis en P14,5P2 par
Its3p et Ptnlp, respectivement (voir annexe 8). De même, il n’existe pas chez les
levures d’orthologue caractérisé des phosphatases SHW. Les données disponibles
jusqu’à présent laissent donc croire que les P13 kinases de classes I et II et les
phosphatases Inpp4 et SHW forment une voie de synthèse et de dégradation unique
aux métazoaires.
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6.5. LA SOURIS CD11B-CRE : UN OUTIL POUR L’ÉTUDE GÉNÉTIQUE DE
L’OSTÉOCLASTOGENÈSE
Afin de pouvoir procéder à l’ablation conditionnelle du gène Inpp4b dans les
ostéoclastes nous avons généré une souris exprimant la Cre recombinase dans les
ostéoclastes et dans leurs précurseurs, un outil génétique qui n’existait pas au moment
où nous avons comniencé ce projet. Nous avons utilisé le promoteur humain du gène
CD]lb. Ce promoteur avait déjà été utilisé dans des études de transgénèses où il avait
été démontré qu’il permettait une expression ciblée de transgènes dans les monocytes
et les granulocytes (Dziennis et al., 1995). Deux lignées de souris CD1 lb-Cre que
nous avons généré expriment la recombinase Cre de façon fonctionnelle dans les
monocytes, les macrophages, les granulocytes et les ostéoclastes matures.
Récemment deux autres lignées exprimant la recombinase Cre dans les ostéoclastes
ont été décrites (Chu et al., 2004). En utilisant les promoteurs des gènes Trap et Ctsk
(cathepsine K), les auteurs de cette étude ont démontré une expression de la Cre dans
les ostéoclastes matures. Puisque ces souris transgéniques ciblent une étape tardive de
la différenciation, notre lignée de souris CD1 lb-Cre est essentielle afin d’étudier le
rôle de gènes d’intérêt dans les préostéoclastes et au cours de l’ostéoclastogenèse
précoce.
Cette lignée CD1 lb-Cre pourra être utilisée afin de déléter le gène Inpp4b
spécifiquement dans les ostéoclastes et leurs précurseurs (voir section 6.6). La
fonction de plusieurs gènes impliqués récemment dans l’ostéoclastogenèse pourra
aussi être étudié grâce à cette lignée transgénique (voir tableau 6-l). La
phosphatidylinositol phosphatase PTEN a été impliquée en tant que régulateur négatif
dans la différenciation et l’activité des ostéoclastes dans des études utilisant les
cellules RAW. Cependant, l’ablation du gène Pten chez la souris cause une mort
embryonnaire précoce. Le croisement de souris Ptent1°° par nos souris CD1 lb-Cre
devrait permettre de déléter Pten uniquement dans les ostéoclastes et d’étudier le
255
phénotype squelettique en absence de ce gène. Une approche similaire pourra être
utilisée afin d’étudier le rôle de NFATcÏ dans l’ostéoclastogenèse in vivo. NFATc1 a
en effet été impliqué par plusieurs études dans la différenciation des ostéoclastes,
mais une preuve génétique de son rôle in vivo manque encore (Takayanagi et al.,
2002a; Matsuo et al., 2004).
Table 6-1. Exemple de gènes impliqués dans l’ostéoclastogenèse dont l’ablation cause des
phénotypes de mort embryonnaire ou périnatale chez la souris.
Fonction dans les Phénotype des AllèleGène Protéine References
ostéoclastes souris nulles « lloxé »
AktI et Akt2 AKTI et Différenciation Létal périnatal, Non (Peng et al., 2003)
AKT2 défaut de
prolifération
Erk2 ERK2 Différenciation et Létal Non (Saba-El-Leil et al..
survie embryonnaire. 2003)
défaut de
l’ectoderme
extraembryonnaire
NJatcI NFATcI Différenciation Létal Non (Ranger et al.. 199$)
embryonnaire. (de la Pompa et al..
malformations 1998)
cardiaques (E 16.5)
Pik3ca PI3K sous- Différenciation Létal Non (bi et al., 1999)
unité et activité embryonnaire,
catalytique défaut de
pI lOct prolifération (E?)
Pik3rl PI3K sous- Différenciation Létal périnatal. Non (Fruman et al.. 1999)
unité et activité hypoglycémie.
régulatrices nécrose du foie
p85Œ, p55 et
pSOa
Pten PTEN Différenciation, survie Létal embryonnaire Oui (Suzuki et al.. 1998)
et (E7.5).
activité
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6.6. fONCTION D’INPP4B IN VIVO: ABLATION GÉNIQUE CHEZ LA
SOURIS
Afin de pouvoir étudier le rôle d’Jnpp4b in vivo nous avons procédé à l’ablation de ce
gène chez la souris. Nos travaux ont montré qu’Inpp4b est exprimé dans la plupart
des tissus et que ce gène code pour au moins trois isoformes différents. Considérant
cette expression relativement ubiquiste, il était possible que l’ablation générale de ce
gène provoque une mortalité au cours du développement, empêchant l’étude
d’éventuels phénotypes osseux. Afin d’éviter ce problème, nous avons donc choisi
d’employer une approche d’ablation génique conditionnelle (« conditional
knockout »). Plus précisément, j’ai choisi d’insérer deux sites loxP de part et d’autre
de l’exon 11 d’Inpp4b. La délétion subséquente de l’exon 11 devait entraîner
l’épissage entre l’exon 10 et 12 et l’apparition d’un codon non-sens (stop) prématuré
en position de l’acide aminé 233 dans l’exon 12. Une telle mutation serait très
similaire à la mutation weebte (Nystuen et al., 2001). De plus, la présence de ce
codon non-sens à plus de 50 pb de la jonction entre l’exon 12 et l’exon 13, devrait
provoquer la dégradation du messager par un mécanisme de NMD (non-sens
mediated decay)(Maquat, 2004), comme dans la souris weebte où le messager Inpp4a
est absent.
Nous avons généré trois allèles d’Inpp4b : l’allèle neolox (ou n), l’allèle lox et l’allèle
A]] (ou A) (voir chapitre 5). Les allèles neo et A]] se comportent essentiellement
comme des allèles nuls, puisque aucune protéine n’est détectée dans les tissus des
souris homozygotes Inpp4b” et Inpp4b”’. L’ anticorps que j’ai développé contre
Inpp4b reconnaît la partie N-terminale de la protéine (acides aminés 2-235) ce qui
correspond à la région codée par les exons 3 à 12. Si une protéine tronquée avait été
exprimée dans les souris homozygotes Inpp4b11 et Inpp4bki nous l’aurions donc
détectée, ce qui n’est pas le cas. On peut donc considérer que ces deux allèles
empêchent complètement l’expression d’Inpp4b. Dans le cas de l’allèle A]],
l’absence d’expression est probablement causée par un mécanisme de NMD, bien que
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des études plus poussées au niveau de l’expression des ARNm d’Inpp4b dans les
souris Inpp4bt doivent être compléter afin de le confirmer. D’après nos résultats,
l’allèle neo affecte l’expression d’lnpp4b au niveau de l’ARN et de la protéine. Pour
l’instant il nous est impossible de déterminer par quel mécanisme la présence de la
cassette NEO dans l’intron 10 affecte ainsi l’expression du gène Inpp4b. Par contre,
de nombreux allèles similaires ont été décrits dans la littérature (Teraci et al., 2002;
Voronina et al., 2005; Liu et al., 2004), et la présence d’une cassette NEO dans
Ï’ïntron d’un gène peut en affecter la transcription (hypomorphe) ou résulter en des
épissages aberrant.
Dans notre cas, l’allèle lox dans lequel la cassette NEO a été excisée exprime
normalement 1npp4b au niveau protéique. fi s’agit donc d’un allèle conditionnel
fonctionnel, puisque l’expression du gène Inpp4b n’est pas affectée et que la présence
de sites ÏoxP de part et d’autre de l’exon 11 permet de générer l’allèle A en présence
de la Cre recombinase.
Les croisements entre hétérozygotes Inpp4b’ a permis l’obtention de souris
Inpp4b” viables. Ces souris ne présentent pas de défauts évidents, sont fertiles,
présentent un poids comparable aux souris sauvages +1+ et vivent normalement
jusqu’à au moins 6 mois. Fait intéressant, un certain pourcentage de souris
homozygotes semble mourir avant le sevrage, c’est à dire in utero ou peu de temps
après la naissance. De plus, ce pourcentage s’accroît à mesure que la pureté du fond
génétique C57BL/6 s’accroît. Ainsi dans le croisement F4 x F4 (93% pur), seulement
16% d’homozygotes sont obtenus alors qu’une proportion de 25% est attendue. Cette
observation suggère d’une part un effet néfaste de la perte d’Inpp4b sur le
développement ou la survie des embryons ou des nouveau-nés, et d’autre part, une
pénétrance incomplète de ce phénotype. Le fond génétique impur (7% 129SV, 93%
C57BL/6) de notre croisement pourrait être responsable de la pénétrance incomplète.
II faudrait donc placer la mutation sur un fond génétique pur avant de déterminer à
quel moment les embryons homozygotes meurent.
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Une analyse du phénotype osseux chez les souris Inpp4b’ par micro-CT suggère
une augmentation de la densité osseuse. Notre analyse montre chez les mâles une plus
grande variabilité dans le groupe témoin que dans le groupe Inpp4b, ce qui pourrait
être attribuable encore une fois à l’impureté du fond génétique. En effet, il existe déjà
de grandes variations au niveau de la densité entre les différentes souches de souris
(Beamer et al., 1996). Dans notre cas, le fond mélangé que nous avons utilisé pour
nos études préliminaires (75 % de C57BL/6 et 25 % 129SV) peut expliquer une
densité osseuse variable tant chez les souris contrôles que chez les souris déficientes
en Inpp4b. En effet, d’après Beamer et aï. la densité minérale au niveau du fémur est
de 0.60 mg/mm3 pour la souche 129/1 et de 0.45 mg/mm3 pour la souche C57BL/6.
Quoiqu’il en soit, une analyse d’un plus grand nombre d’échantillons sur un fond
génétique pur devrait permettre de confirmer ces observations.
La cause de l’augmentation de la densité osseuse chez les souris hzpp4b’ reste à
déterminer. Je privilégie trois hypothèses pour l’instant: 1) la perte d’liipp4b affecte
négativement l’activité résorptive des ostéoclastes; 2) la perte d’Tnpp4b résulte en une
augmentation de l’ostéoclastogenèse et de la résorption et/ou a aussi un effet positif
sur la différenciation des ostéoblastes et l’ostéogenèse; 3) le changement dans la
masse osseuse n’est pas causé par un défaut intrinsèque aux cellules osseuses, mais
plutôt par un effet neurologique ou endocrine. La première hypothèse est supportée
par nos observations dans les cellules RAW où l’expression du mutant phosphatase
inactive d’Inpp4b bloque la formation de l’anneau d’actine et la résorption. La
deuxième hypothèse est suggérée également par les expériences dans les cellules
RAW où la surexpression d’Inpp4b réduit l’ostéoclastogenèse en affectant la voie de
NFATcÏ. Deux observations additionnelles suggèrent qu’lnpp4b pourrait aussi être
impliquée dans la différenciation des ostéoblastes. Premièrement, l’étude de
l’expression des divers isoformes d’kipp4 dans les ostéoblastes montre que lnpp4ba
est effectivement exprimée dans les ostéoblastes (voir annexe 3). Deuxièmement, une
étude récente suggère que NFATc1 est également impliqué dans la différenciation et
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dans l’activité des ostéoblastes (Koga et al., 2005). La perte d’Inpp4b pourrait donc
résulter en une augmentation simultanée de la formation et de la résorption de la
matrice osseuse, ce qui pourrait se manifester par une densité osseuse légèrement
accrue si la formation est plus importante que la résorption. La troisième hypothèse
est seulement supportée par le fait qu’Tnpp4b est exprimée fortement au niveau du
cerveau. Afin de confirmer l’une ou l’autre de ces hypothèses. des études in vitro du
potentiel d’ostéoclastogenèse et d’ostéoblastogenèse des cellules Jnpp4b’ devront
être entreprises. Bien sûr, l’ablation conditionnelle d’Jnpp4b dans les ostéoclastes
grâce à la souris CD1 lb-Cre devrait grandement aider à répondre à cette question. En
effet, si l’hypothèse 1) est vraie, l’ablation d’Tnpp4b uniquement dans les ostéoclastes
devrait causer un phénotype identique aux souris Jnpp4b’. Par contre si c’est
l’hypothèse 2) qui est vraie, cette ablation génique conditionnelle devrait résulter en
une perte de masse osseuse. Aucun phénotype osseux ne devrait être observé si
l’hypothèse 3) est vraie.
Outre ce phénotype osseux, qui reste à être confirmé, les souris hzpp4b qui
survivent jusqu’au moment du sevrage ne présentent aucun phénotype apparent. Ce
résultat est surprenant si on considère l’expression relativement ubiquiste d’Inpp4b.
Cependant, nos travaux ont également montré qu’hipp4a était aussi exprimée dans la
plupart des tissus. 11 est donc possible que la perte d’Inpp4b soit compensée par
lnpp4a. La seule façon de le démontrer sera de générer des doubles mutant Inpp4b”’
wbÏ/wbl dans lesquels les deux gènes, hzpp4a et Inpp4b, seront absents. Si Tnpp4a et
Inpp4b assurent des fonctions non redondantes dans le développement, ces doubles
mutants devraient présenter le phénotype weeble, c’est-à-dire une dégénérescence
neuronale et une mort postnatale entre 2 et 4 semaines. Par contre, si ces protéines
présentent une certaine redondance, des phénotypes additionnels devraient être
observés dans le double mutant. Nos données et celles de Ivetac et aï. montrent
cependant qu’au niveau cellulaire les protéines Inpp4aa et Inpp4ba ont une
localisation et une fonction différente, suggérant que leurs rôles physiologiques
respectifs ne sont pas redondants.
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6.7. INPP4B UN MODULATEUR GÉNÉTIQUE DE L’HOMÉOSTASIE
OSSEUSE?
L’ensemble des travaux présentés dans cette thèse suggère un rôle génétique pour
Inpp4b dans le contrôle de l’homéostasie osseuse. D’abord, Inpp4b inhibe la
différenciation des ostéoclastes in vitro. Ensuite, la réexpression d’Jnpp4b dans les
ostéoclastes gÏ/gÏ par transgénèse affecte la masse osseuse de ces souris. Finalement,
l’ablation du gène 1npp4b chez la souris semble causer un phénotype de masse
osseuse accrue. Fait intéressant, le phénotype osseux des souris hzpp4bt ne semble
pas pathologique puisqu’elles ne souffrent pas d’ostéopétrose ou d’ostéosclérose et
qu’elles présentent une taille et un poids comparable aux souris contrôles. De plus,
des études préliminaires suggèrent une augmentation non seulement de l’os
trabéculaire, mais également de l’os cortical chez les souris déficientes en Inpp4b, ce
qui, normalement, représente un effet positif pour la résistance des os. Des analyses
biomécaniques permettant de mesurer la résistance des os Inpp4b devront être
effectuées afin de confirmer cet effet.
Si l’on considère qu’un changement dans l’activité ou dans l’expression d’Inpp4b
dans les ostéoclastes peut moduler leur activité et ainsi affecter la masse osseuse, on
peut aussi considérer comme probable que des variants dans ce gène puissent être
impliqués dans des variations de la masse osseuse entre les individus au sein d’une
population saine. J’ai donc décidé de vérifier si des études avaient permis d’identifier
des loci de traits quantitatifs osseux t QTL: «quantitative trait loci ») dans la région
chromosomique comprenant le gène Inpp4b chez la souris (chr 8), le rat (chr 19) ou
l’humain (Chr 4). Le tableau 6-2 présentent les différents QTL de densité osseuse
associés à des régions chromosomiques incluant le locus hipp4b chez ces trois
mammifères.
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Table 6-2. Recensement des QTL osseux associés au locus d’Inpp4b chez les mammifères.
Physical or
. Marker or genetic dist.Species Parameters Samples Chromosome . . Referenceposition from
Inpp4b
Mouse Tibia % C57BL/6 x 8 40-57 cM Inpp4b (Lang et
minerai DBA/2 included in al., 2005)
the intervai
Mouse femaie C57BL/6J 8 D8Mit75 < 1 Mb (Bouxsein
vertebral x C3HJHeJ et ai.,
trabecular 2004)
density
(BVtfV,
TbN, TbTh)
Mouse Femoral C57BL/6 x $ D8M1t 45 —5 Mb (Klein et
cross- DBAJ2 ai., 2002)
sectional
area
(fCSA)
Mouse Femur- MRL x SJL $ D8Mit 125 —25 Mb (Li et ai.,
breaking 2002a)
strength
(FBS)
Mouse Male and C57BL16 x 8 D8Ncvs46
—3 cM (Orwoii et
female DBA/2 ai., 2001)
whoie body
bone
minerai
density
(WB-BMD)
Rat L5vertebrae fisclier 344 19 Dl9Rat32 —15 Mb (Aiam et
strength and x Lewis aL. 2005)
BMD
Human Femoral Heaithy 4q D4S406 < 1 Mb (Ralsion
neck BMD peopie et al.,
(FN-BMD) 2005)
Human Spine BMD Healthy 4q D4S424 —2 Mb (Deng et
WristBMD people D4S413 —14Mb al., 2002)
Human Spine and Familiy 4q D4S 1539 —20 Mb (Devoto et
hip BMD having al., 1998)
recurrence
oflow
BMD
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En tout, 9 QTL sont associés au gène Inpp4b: 6 chez la souris, 1 chez le rat et 3 chez
l’humain (Tableau 6-2). Dans certains cas, les marqueurs polymorphiques associés au
QTL sont assez éloignés d’Inpp4b (>20 Mb). Par contre dans d’autres cas les
marqueurs associés aux traits osseux sont situés très près du locus d’Inpp4b
(Bouxsein et al., 2004; Ralston et al., 2005; Deng et al., 2002).
Plus spécifiquement, Bouxsein et al., dans une étude de la densité osseuse
trabéculaire des vertèbres lombaires dans un «intercross» F2{(C57BL/6 x
C3H)X(C57BL/6 x C311) 1’ montre un lien entre le marqueur D8Mit75 et la densité
trabéculaire (BV, BVTTV, TbTh et TbN) de la cinquième vertèbre lombaire (L5) chez
les femelles. Une analyse de la localisation génétique de ce marqueur m’a permis de
déterminer qu’il se trouvait à environ 35 cM du centromère du chromosome $ de la
souris, ce qui colocalise génétiquement avec Inpp4b. Au niveau physique, la
séquence du marqueur D8Mit75 se trouve dans le gène 1115 à un peu moins de 400 kb
en 3’ du gène Inpp4b. Le «LOD score » de ce QTL est parmi les plus élevés de cette
étude (12.9 pour le BV/TV) ce qui suggère une forte association avec le marqueur
D8Mit75.
D’autres gènes dans la région de ce marqueur pourraient influencer la masse osseuse.
1115 par exemple, codent pour l’interleukine 15 qui a été impliqué comme un
régulateur positif de la différenciation des ostéoclastes in vitro (Ogata et aÏ., 1999).
Cependant, considérant l’augmentation de la densité osseuse observée chez les souris
Inpp4b”, Inpp4b nous est apparut comme un bon candidat pour ce QTL. J’ai donc
décidé de vérifier si la séquence codante d’Inpp4b dans les souches C57BL/6 (B6) et
C3H/NeJ (C3) présentait des variations qui pourraient être associées à ce QTL. Au
niveau de la séquence en nucléotides 11 variations sur un total de 2781 nucléotides
ont été détectées entre C3H et B6 et de celles-ci seulement 4 modifient la séquence
polypeptidique d’Inpp4b (voir annexe 4). L’une de ces variations se trouve en C-
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terminale du domaine C2 (137:B6leu/C3pro). Les trois autres variations se retrouvent
dans une région de seulement 87 acides aminés au centre de la protéine
(491 :B6serlC3arg; 566:B6hisIC3pro; 576:B6pro/C3ser). En examinant plus
attentivement cette partie de la protéine, j’ai pu déterminer qu’elle contenait deux
séquences consensus PEST qui sont définies comme des séquences d’au moins 12
acides aminés riche en proline, acide aspartique ou glutamique, sérine et thréonine et
flanquée d’acides aminés basiques (arginine, lysine ou histidine). Aucun acide aminé
basique ne doit se trouver à l’intérieur de la séquence (Rechsteiner and Rogers, 1996).
Ainsi, la présence de l’arginine en position 491 chez C3H invalide la prédiction de la
première séquence PEST. Inversement, la présence d’une histidine en position 566
dans B6 invalide la deuxième séquence PEST (voir annexe 4).
Les séquences PEST sont impliquées dans l’instabilité de plusieurs protéines comme
Fos, 1KB et 27KiP (Hirano et al., 2004; Rechsteiner and Rogers, 1996). Le mécanisme
par lequel ces séquences sont impliquées dans la dégradation protéique n’est pas
clairement défini, mais impliquerait dans certains cas la voie de l’ubiquitination et du
protéasome, et d’en d’autres cas une protéolyse directe par la calpaïne (Spencer et al.,
2004; Marie et al., 2005). Dans le dernier cas, il n’est pas non plus déterminé si les
séquences PEST sont des sites consensus de protéolyse par la calpaïne ou si elles sont
plutôt impliquées dans des interactions protéine-protéine qui participent au
recrutement de la calpaïne (Tompa et al., 2004).
fl a été montré que lnpp4a était soumise à une protéolyse par la calpaïne dans les
plaquettes humaines suite à la stimulation par la thrombine (Norris et al., 1997a). De
façon intéressante, ce clivage affecte négativement l’activité 4-phosphatase de la
protéine, indiquant qu’il s’agit d’un mécanisme de contrôle négatif. D’après mes
analyses, [npp4a contient également des séquences PEST dans sa partie centrale
(annexe 4). fl est donc possible que les deux polymorphismes présents au niveau des
séquences PEST d’lnpp4b chez C57BL/6 et CH3/HeJ affectent directement la
stabilité de la protéine. Une différence dans la stabilité et conséquemment de
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l’activité d’Inpp4b pourrait donc être partiellement responsable de la différence de
densité osseuse entre ces deux souches de souris. Des études plus poussées sur la
stabilité des variants C3H et B6 d’Inpp4b devront être effectuées afin de vérifier cette
hypothèse.
6.8. CONCLUSION
J’ai présenté dans cette thèse des résultats qui impliquent pour la première fois
l’inositol polyphosphate 4-phosphatase de type II (Inpp4b) dans la différenciation des
ostéoclastes et dans leur fonction résorptive. D’une part, Jnpp4b serait un régulateur
négatif de la voie d’activation du facteur de transcription NFATc1 lors de
l’ostéocÏastogenèse. D’autre part, cette phosphatase serait aussi impliquée dans la
dynamique de formation des podosomes, de l’anneau d’actine et de la résorption dans
les ostéoclastes matures. Mes travaux m’ont également amené à mieux caractériser le
gène murin hzpp4b, un gène qui possède une régulation complexe et qui est exprimé
sous plusieurs isoformes. Finalement, j’ai pu générer des outils qui permettront
l’étude in vivo de la fonction d’Inpp4b, incluant des allèles nul et conditionnel
d’Tnpp4b, de même qu’une souris CD1 lb-Cre qui exprime la recombinase Cre
spécifiquement dans les ostéoclastes et leurs précurseurs. Mes résultats suggèrent un
rôle pour Inpp4b dans l’homéostasie osseuse et en font un candidat très intéressant en
tant que gène participant à la variabilité de la masse osseuse chez les mammiferes, en
particulier chez l’humain.
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Annexe 1. Un isoforme de PKC est constitutivement phosphorylé en présence de Inpp4b(C845A).
A) L’anticorps phospho-spécifique (Celi Sinaling, #4056) dirigé contre la 130$ de AKT détecte une
autre bande à —85 kDa (*) dans les cellules surexprimant le mutant Inpp4b(C845A). Cette bande n’est
pas détectée par l’anticorps dirigé (CelI Signaling, #9272) contre un autre épitope non phosphorylé
d’AKT (*). B) Alignement de l’épitope contenant la thréonine 30$ de AKT (flèche) avec I’épitope
correspondant des autres membres de la famille des kinases AGC. La masse moléculaire prédite pour
chacune de ces protéines est indiquée à droite (Mass kDa). C) Un anticorps dirigé contre la 1514 de
PKC-y et reconnaissant la thréonine correspondante dans toutes les isoformes de PKC (Cdl Signaling,
#9379). reconnaît une bande à —85 kDa lorsque le mutant Inpp4b(C$45A) est surexprlmé.
30$
a
Inpp4b
fi
fi-actin
Annexe 2. Expression differentielle d’Inpp4ba et dans les tissus de souris sauvage (WT) et
homozygote gUgt (gt).
Les ARN totaux extraits de tissus ou de cultures de mélanocytes immortalisés (Melan) provenant de
souris +1+ (WT) ou gt/gt ont été soumis à une réaction de transcription inverse (RT). L’expression des
isoformes x et f3 a été déterminée par PCR en utilisant les oligonucléotides spécifiques décrits au
chapitre 2. Le gène fi-actin a été utilisé comme contrôle interne. Spleen t rate; Brain t cerveau;
Muscle : muscle squelettique; Kidney t rein; Heart t coeur: Testis : testicule.
- -
— — w — - — —
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Day
Inpp4aa
Inpp4afl
Inpp4ba
Inpp4bfl
Osteocalcin
Primary osteoblasts
0 6 9 12 18 CCL Br C-
Annexe 3. Expression différentielle d’Inpp4a et d’Inpp4b dans les ostéoblastes et les ostéoclastes.
Des ostéoblastes primaires isolés de calvaria de souris nouveaux-nés ont été en présence de 3-
glycérophosphate et d’acide ascorbique de O à 1$ jours afin d’induire la différenciation. L’expression
des quatre isoformes d’Inpp4 (Inpp4aa, Inpp4a3, Inpp4ba et Inpp4bf3) a été étudiée par RT-PCR (en
haut). L’expression de marqueurs de la différenciation des ostéoblastes et de OSTMI a également été
vérifiée sur les mêmes cellules (en bas). OCL, ostéoclastes; Br, brain (cerveau); C-, contrôle négatif de
RT-PCR; ColŒ, collagen alpha; ALP, phosphatase alcaline.
C-
Runx2
gI/Ostm 7
fi-actin
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A ACIDE AMINÉ C57BU6J C3H/HeJ Hum Rat
137 leu pro pro pro
491 ser arg set ser
566 his pro pro pro
576 pro set pro pro
B I a[. . ZZ
C2 PEST
‘L 11
86 481 ILK 0tKSTQHDTP QLRRQDSIPHHODYDEEEWDRVWPNVGKSI.NCIIARVDIŒIERDOmOEEGAGGSSS
.. H C HPRED81LHPLILTL
C311 481
Humafl 481 ILKKPPSP’.TLDCC}P-NRGQDSIPHH0DYDEEEWDRVWANVGKSLNCII8WjDKLIERDGGSEGSGG- - -NNDGECCP::n .HPREDWYEQLYPIILTL
Rat 481 ILRKPpSPKV0TEEKSSQflDSpQQLRRQDSIpHHSDy5EEEWDRVW?VGKSLNCIIA,DIflIERDsRNDKsTGDSSyrï.;C1t’ITSIOPREDWYEQLHPLILTL
Inpp4a 480 IASCTEtEQVt.HRNDQDTLM.ARWAGRSSRSSLQVDWHEE DAFPCSSTCSSKYtCEF’EiLLCrIÏZ.)C’AM.JDK
Putter 550 SAESDQVVLRNDQDTLLAKWSGQRRTSR1J.H.WCI.E0CEw!E1 P’,PT05SRLIULFQEIŒWN!WEKSLE0QLVDŒLQRSRRCSRAQEEPQRDLQDRRKGGSP
FiOh
C PEST1 PEST2
C5ZBU6J C3H/HeJ Hum Rat Inpp4a Puffet fish
PESTJ score 11.47 0 12 0 2.14 72.15
PEST2 score 0 71.66 0.79 8.56 5.36 ND
Annexe 4. Présence de quatre variants dans la séquence protéique d’Inpp4b entre les souches
C311111eJ et C57BL/6.
A. Le séquençage des ADNc d’Inpp4b de la souche C57BL/6 (36) et de la souche C3HJHeJ a révélé
quatre polymorphismes au niveau de la séquence en acides aminés (Tableau en haut). B. Les flèches
indiquent la localisation de ces polymorphismes dans différentes régions de la protéine. C2, domaine
C2; PEST, région PEST; IPP, site actif inositol polyphosphate phosphatase. Les trois polymorphismes
présents au niveau de la région PEST sont indiqués par des flèches au dessus de la séquence protéique
de cette région. Les séquences PEST consensus sont indiquées en rouge. C. Le tableau indique les
scores des séquences PESTI et 2 chez les souches 36 et C3H, chez l’humain, le rat, dans la protéine
Inpp4a de souris et dans Inpp4 du «Puffer fish » Tetraodon nigroviridis. Les scores ont été déterminé
avec le logiciel PESTfind (https://embl .hcc.univie.ac.at/toolhox/pestfind/pestfind-analvsis
webtool.htm).
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A ACIDE AMINÉ C57BU6J C3H/HeJ Hum Rat
137 leu pro pro pro
491 set arg set set
566 his pro pro pro
576 pro set pro pro
1B tr w z
C2 PEST IPP
] ‘ri,
86 481 ILK KSTQUDTP-QLRRQ0S1PH8Sfl0DEEEWDRVWAlJVGKSLUCIIAKVDKLIERDSH1IEEGAGG0SS H HPRED4025LHPLILTL
C38 481 £LK R KSTQHDTP-QLRRQDSI PHHSDYDEEEWDRVWPSIVGKSLUCI IAKVDKLIER030NEEGAGGSSS HSREDWYEQLHPLLITL
Human 481 ILKKPPSP .R00010PHH0800EEEWDRVWA1IVGKSLUCIIANVDKIIERD553E5555- --tflIDGE .. HPREDWYEQLYPLILTL
Rat 481 ILRKPRSPKVSTEEKSSQHDSPQQLRRQDS1PHHSDY0EEEWDRVWA11VGKSIUCIIAitVDKLIERDSR0DYST0GDSS HPREDWYEQLHFLILTL
Inppla 480 tAS . .RQDTLSIARWAÇR80000ZVIWREE. DAF?CSOT008K
Putt en 550 SAE5005VLRUDQDTLLAXWSGQRRTS .. RLALLFQEKLWIIWEKSLEÇLIQLVDFILQRSRRCSRAQEEFQRDLQDRR0000P
Peuh
PEST1 PEST2
C57BU6J C3H/HeJ Hum Rat Inpp4a Puffer fish
PEST1 score 17.47 0 12 0 2.14 72.75
PEST2 score 0 17.66 0.19 8.56 5.36 NO
Annexe 4. Présence de quatre variants dans la séquence protéique d’Inpp4b entre les souches
C3H/HeJ et C57BL16.
A. Le séquençage des ADNc d’Inpp4b de la souche C57BL/6 (B6) et de la souche C3H!HeJ a révélé
quatre polymorphismes au niveau de la séquence en acides aminés (Tableau en haut). B. Les flèches
indiquent la localisation de ces polymorphismes dans différentes régions de la protéine. C2, domaine
C2; PEST, région PEST; IPP, site actif inositol polyphosphate phosphatase. Les trois polymorphismes
présents au niveau de la région PEST sont indiqués par des flèches au dessus de la séquence protéiclue
de cette région. Les séquences PEST consensus sont indiquées en rouge. C. Le tableau indique les
scores des séquences PESTI et 2 chez les souches B6 et C3H. chez l’humain, le rat, dans la protéine
Inpp4a de souris et dans Inpp4 du 6< PutTer fish s> Tetraoclon nigroviridis. Les scores ont été déterminé
avec le logiciel PESTfind (https:Ilemh I .hcc.univie.ac.aUtoolhox/nestlïnd/pestflnd-analvsis
wehtool .ht m).
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Annexe 5. Differential display resuit that lead to Inpp4b identification.
Differential display of spienocyte pre-osteoclast mRNA from +1+ (wt) and osteopetrotic grey-lethal
(gi) mice. The amplified PCR radiolabelled products from two independent reactions were resolved on
a denaturing acrylamide gel. Two products were isolated according to differential intensity for future
characterization. RT2OPA 18M and RT2OPA J 8D (Glas-1) represent the same product with one bp
difference. This product sequence was founded to be part of one of the mouse Inpp4b rnRNA.
Une 187 Line 171 Cos-7
NT Tg NT Tg - +
105 kDa—* Inpp4b
— —
— f3-Actin
3-
2-
FolU
Annexe 6. Inpp4b protein expression in Trap-Inpp4b transgenic OCL.
Proteins extracts from spienocytes derived OCLs of non transgenic (NT) and transgenic (Tg)
littermates from two different transgenic unes (187 and 171) were analyzed for Inpp4b expression
using our polyclonal antibody. Cos-7 ceil extracts transfected (÷) or flot t-) with Inpp4bŒ were used as
control. The blot was reprobed with an anti-J3-Actin antibody to normalize loading. The fold increased
in protein expression was quantified and presented on the graphic.
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LPA 00 sw
LPC 0 0 P13,4
PI 0 0 Pl3,5
P13 0 0 P14,5
P14 0 0 P13,4,5
P1500 PA
PE OQps
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Blot: a-Inpp4b (N-Term)
Annexe 7. Liaison aux phospholipides des domaines C2 des isoformes Inpp4ba (C2) et Inpp4bas
(C2S).
A) Hybridation des domaines C2 et C2S avec des membranes contenant divers lipides (voir chapitre 3
pour la méthode). B) Immunobuvardage avec différentes quantités de chacun des deux domaines C2
recombinants démontrant qu’ils sont tous deux reconnus par l’anticorps dirigé contre la partie N-
terminale de Inpp4b.
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Vsp34p Its3p Its3p Ptnl p
PI PI3P P13,4P2 P13,4,5P3 P14,5P2
Ymrlp
PI3KIII PIP(4)K PIP(5)K PTEN
PI PI3P P13,4P2 P13,4,5P3 P14,5P2
MTM1 Inpp4&b SHIP1/2 PI3K I and II
5-ptase
Annexe 8. Synthèse et dégradation du PI(3,4,5)P1 chez les levures (haut) et chez les mammifères.
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Beta 1
synlil (A): 1 AGAPC-GRISFA-LRYLYGSD
AA IF + +
Inpp4b :19 AQANDPEDIQFTSIQKIPNEP
Bats 2 Bats 3 Bats 4 Bats 5
synlil (A) :21 QLVVRILQALDLPA}SNGFSbPYVKIYLLPDRKKK-
-
- -FQTKVHRKTLNPIF--NETF 74
QL IL BLA 8+ + V+I++ ++ T++ T+P+F TF
Inpp4b :40 QLEF-ILACRDLVAPVSBRKLNTWQISVIHPVEQTLTRYSSTEIVEGTKBPLFLTGVTF 98
Bats 6 Bats 7 Bats 8
synl II (A) : 75 QFSVPLAELAQRKLHFSVYDFDRFSRHDLIGQWLDNLLELAEQPPDRPLWRDILEGGSE 134
P+E +++ +VYD SHDI VL E +PP+ +R L G
Inpp4b :99 PPDYPIYE--ETRIKLTVYDVJœKS-HDTIRTSVLP---EH1WPPPE--VARSFL--GCA 148
Annexe 9. Alignement du domaine C2 d’Inpp4b avec le domaine C2A de la synaptotagmine III
[synIII(A)].
Les huits feuillets beta consituant le motif de «clé grec » sont indiqués au dessus de la séquence
protéique. Les résidus d’acide aspartique, normalement impliqués dans la liaison aux ions Ca2 dans les
boucles 1 et 3, sont ombragés.
